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RESUMO

A baixa eficécia dos tratamentos e as altas taxas de recorréncia do cancer de bexiga nao
masculo invasivo (CBNMI) podem estar relacionadas aos baixos efeitos das terapias atuais
sobre os mecanismos de reparo tecidual, espécies reativas de oxigénio (EROS) e angiogénese
e, dentre essas terapias, a mais eficaz é a imunoterapia com BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
que, entretanto, ocasiona efeitos colaterais de intensidades variadas. Desta forma, o
desenvolvimento de novas moléculas ou o melhoramento de farmacos ja existentes que
reduzam o numero de instilagdes intravesicais, as taxas de recorréncia e progressdo tumoral e
os efeitos colaterais € muito relevante. Diante deste cenario destaca-se o imunomodulador P-
MAPA abrindo uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos de canceres, incluindo o
CBNMI. Assim, os objetivos principais deste estudo foram caracterizar e comparar os efeitos
histopatoldgicos e moleculares do imunomodulador P-MAPA, estabilizado com quitosana e
pluronic com a imunoterapia com BCG no tratamento da progressdo do CBNMI induzido em
ratos. Para tal, o P-MAPA foi nanonizado utilizando a quitosana e o pluronic como estabilizante
nas formulacGes. A caracterizacao das formulagdes se deu por técnicas microscopicas, diametro
e carga superficial, analises térmicas e de raio X. Para a avaliacdo da atividade antitumoral do
P-MAPA estabilizado comparada com BCG utilizou-se 35 ratas da linhagem Fischer 344.
Desses animais, 30 foram submetidos a indu¢do quimica do CBNMI através da instilacdo
intravesical de 1,5 mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) e os outros 5 animais foram
considerados como Grupo (controle) e receberam solucédo fisiolégica. Duas semanas apds a
ultima dose de MNU, dividiu-se os animais em 6 grupos a saber, grupo cancer (MNU) animais
que foram submetidos a instilagdo intravesical de MNU e receberam solucdo fisioldgica, grupo
MNU+BCG, animais que foram tratados com BCG 10° UFC (40 mg), Grupo MNU+P-MAPA.-
Micro Pluronic, animais que foram tratados com uma dose de 1mg/mL de P-MAPA disperso
em solucdo aquosa de Pluronic F68 (5% m/v), grupo MNU+P-MAPA-Micro Quitosana,
animais que foram tratados com uma dose de 1 mg/mL de P-MAPA disperso em solucdo aquosa
de Quitosana (1,33%); grupo MNU+P-MAPA-Nano Pluronic, animais que foram tratados com
uma dose de 1mg/mL de P-MAPA nanonizado disperso em solucéo aquosa de Pluronic F68 e
grupo MNU+P-MAPA-Nano Quitosana, animais que foram tratados com uma dose de Img/mL
de P-MAPA nanonizado disperso em solucéo aquosa de Quitosana. Todos os tratamentos foram
administrados por via intravesical por 6 semanas consecutivas. Apos o tratamento, todas as
bexigas foram coletadas e submetidas as analises histopatolégicas e Western Blotting. O
presente estudo comprovou que a utilizacdo do Pluronic como estabilizante para o
desenvolvimento de formulaces de compostos terapéuticos para o tratamento intravesical de
cancer de bexiga mostrou-se eficiente protegendo o produto de alteracdo ou perdas pela
varia¢do do pH urinario. Ainda, nossos resultados demonstraram que as formulag¢des com P-
MAPA nano Pluronic e P-MAPA micro Pluronic promoveram ativacao equivalente do sistema
imune inato e adaptativo mediada pelos receptores Toll-like 2 e 4 em relagdo ao BCG,
resultando no aumento da via de sinalizagdo para interferons, desacelerando o processo de
angiogénese, culminando com significativa regresséo do CBNMI. Assim, o P-MAPA
nanonizado na presenca de Pluronic € um potencial candidato para o tratamento do CBNMI.

Palavras-chave: cancer de bexiga, P-MAPA, imunoterapia, nanotecnologia, urologia.



ABSTRACT

The low effectiveness of treatments and high recurrence rates of bladder cancer
noninvasive muscle (CBNMI) may be related to low effects of current therapies on the
mechanisms of tissue repair, oxigen reactive species (EROS) and angiogenesis, and among
these therapies, the most effective is immunotherapy with BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
which, however, causes sides effects of varying intensities. Thus, the development of new
molecules or improving existing drugs that reduce the number of intravesical instillations,
recurrence rates and tumor progression and side effects is very important. This scenario
highlights the P-MAPA immunomodulator opening a new perspective to fight some types of
cancers, including CBNMI. Thus, the aims of this study were to characterize and compare the
histopathologic and molecular effects of immunomodulator P-MAPA, stabilized with chitosan
and pluronic with immunotherapy with BCG in the treatment of progression of CBNMI induced
in rats. To this end, the P-MAPA was nanosized using chitosan and pluronic as a stabilizer in
the formulations. Characterisation of the formulations are given by microscopic techniques,
diameter, surface charge, thermal analysis and X-ray. To evaluate the antitumor activity of P-
MAPA stabilized compared with BCG was used 35 female Fisher-344 rats. Of these animals,
30 underwent chemical induction CBNMI by intravesical instillation of 1.5 mg / kg of N-
methyl-N-Nitrosourea (MNU), and the other 5 animals were considered Group (control) and
received physiological solution. Two weeks after the last dose of MNU, divided animals into 6
groups namely cancer group (MNU) animals underwent intravesical instillation of MNU and
received physiological solution, MNU + BCG group animals were treated with BCG 10° CFU
(40 mg) group MNU + P-MAPA Micro Pluronic, animals were treated with a dose of 1mg /
mL P-MAPA dispersed in aqueous solution of Pluronic F68 (5% w / v), group MNU + P-MAPA
Micro Chitosan, animals were treated with a dose of 1mg / mL P-MAPA dispersed in aqueous
solution of chitosan (1.33%); Group MNU + P-MAPA-Nano Pluronic, animals were treated
with a dose of 1mg/ mL P-MAPA nanosized dispersed in aqueous solution of Pluronic F68 and
Group MNU + P-MAPA-Nano Chitosan, animals were treated with a dose of 1mg / mL P-
MAPA nanosized dispersed in aqueous solution of chitosan. All treatments were administered
via intravesical for 6 consecutive weeks. After treatment, all bladders were collected and
subjected to histological analysis and Western Blotting. This study showed that the use of
Pluronic as a stabilizer for the development of therapeutic compounds formulations for
intravesical treatment of bladder cancer was efficient protecting the product change or loss by
varying the urine pH. Furthermore, our results demonstrated that formulations P-MAPA nano
Pluronic and P-MAPA micro Pluronic promoted equivalent activation of the innate and
adaptive immune system mediated by Toll-like receptors 2 and 4 compared to BCG, resulting
in increased signaling pathway to interferons, slowing the process of angiogenesis, culminating
in significant regression of CBNMI. Thus, nanosized P-MAPA in the presence of Pluronic is a
potential candidate for treatment of CBNMI.

Keywords: bladder cancer, P-MAPA, immunotherapy, nanotechnology, urology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistema Urinario

O sistema urinario humano é constituido por um par de rins e ureteres pareados, pela
bexiga e a uretra na linha média. (Hallgrimsson et al., 2003) (Figura 1). As por¢des pélvicas
do sistema urinério séo constituidas pelas partes terminais dos ureteres, pela bexiga urinéria e

pela parte proximal da uretra (Drake et al., 2005).

Figura 1. Orgdos do sistema urinario nos géneros masculino e feminino: (1) rim, (2) ureter e
(3) bexiga (Sobotta, 2012).

Os rins apresentam o formato de um gréo de feijao, pesam cerca de 115-170 g cada
podendo variar de um individuo a outro e estdo localizados em posi¢ao retroperitoneal na regido
da parede posterior do abdome (Tisher e Madsen, 2000; Drake et al., 2010).

Os ureteres sdo tubos musculares que se estendem desde o hilo do rim para a superficie
posterior da bexiga urinaria e tem a fungdo de transferir a urina dos rins para a bexiga
(Hallgrimsson et al., 2003). Cada ureter mede aproximadamente 25 cm de comprimento em
adultos (Moinuddin e Dhanda, 2015).

Os ureteres entram na cavidade pélvica, provenientes do abdome, passando atraves da
abertura superior da pelve. De cada lado, o ureter atravessa a abertura superior da pelve e entra

na cavidade pélvica, anteriormente a bifurcacdo da artéria iliaca comum. A partir deste ponto,
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segue pela parede dos assoalha pélvicos para se unir a base da bexiga urinaria (Drake et al.,
2005).

No homem, sdo cruzados pelos ductos deferentes anterossuperiores; na mulher, essa
porcdo dos ureteres penetra no ligamento cervical lateral e situa-se numa pingca vascular
constituida, acima, pela artéria uterina e abaixo, pela artéria vaginal (Junior, et al., 2010)

A bexiga urindria encontra-se em posi¢do subperitoneal e esta constituida pelo corpo
(corpo da bexiga), que termina no apice da bexiga, voltado para cima, e que inferiormente
possui um fundo (fundo da bexiga) e neste o Ostio interno da uretra forma, com as
desembocaduras os dos dois ureteres (6stios dos ureteres) de ambos os lados, o trigono da
bexiga (Sobotta, 2012).

A bexiga urinaria tem a funcéo de armazenar a urina e € a estrutura mais anterior das
visceras pélvicas tendo a capacidade média de armazenar 700 a 800 mL de urina; porém com
250 a 500 mL j& ocorre urgéncia urinaria (Drake et al., 2005; Goldman e Ausiello, 2005).
Quando vazia apresenta formato tetraédrica situando-se inteiramente na cavidade pélvica
apresentando um apice, uma base, uma superficie superior e duas superficies inferolaterais,
porém quando cheia ela se expande superiormente na cavidade abdominal (Drake et al., 2005).

A parede da bexiga urinéria é composta internamente por uma tinica mucosa (epitélio
transicional) denominada urotélio. Externamente ao urotélio encontra-se a lamina propria
formada basicamente de tecido conectivo e uma camada muscular lisa que divide-se em
longitudinal interna, circular média e longitudinal externa e, sendo ativadas pela parte
parassimpatica da divisdo autdbnoma do sistema nervoso, e na regido mais superior essas
camadas misturam-se o que possibilita uma boa complacéncia e esvaziamento (Sobotta, 2012;
Junior, et al., 2010). Externamente é composta por uma tdnica adventicia, ou — em posicao
cranial — por uma tunica serosa, formada pelo peritonio (Sobotta, 2012).

O épice da bexiga urinaria é dirigido para a parte superior da sinfise pubica, uma
estrutura conhecida como ligamento umbilical mediano (contém o uraco, um vestigio do
alantoide do futuro seio urogenital no corddo umbilical), continua a partir deste apice,
superiormente, acima da parede anterior do abdome, até o umbigo (Sobotta, 2012; Drake et
al., 2005).
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1.2 Carcinoma de Bexiga Urinaria

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (World Health Organization, WHO) o
cancer € um nome genérico dado a um grupo de doencas caracterizado pelo crescimento
descontrolado de células, que podem invadir e se espalhar para diversos locais do corpo
podendo ter consequéncias graves para a satde. O cancer € uma das principais causas de morte

no mundo sendo responsavel por 8,2 milhdes de mortes em 2012 (World Cancer Report, 2014).

O céncer de bexiga (CB) € uma doenca que envolve o urotélio. O urotélio consiste de
células epiteliais que revestem estruturas como a peélvis renal, os ureteres, a bexiga e a uretra
(Pang e Catto, 2013). Segundo a Sociedade Americana do Cancer o CB € a segunda doenca
maligna mais comum do trato urinario nos Estados Unidos. O CB é uma doenca heterogénea
caracterizada por instabilidade genética em que muitas variaveis influenciam a probabilidade
de reincidéncia e progressao. Em 2006 a Organizacao Europeia para Pesquisa e Tratamento do
Cancer (EORTC) descreveu um sistema de pontuacdo com seis variaveis para o Cancer de
Bexiga ndo Musculo Invasivo (CBNMI): grau, estagio, CIS, multiplicidade de lesdo, tamanho
e taxa de recorréncia. Entretanto, novos marcadores tumorais estdo sendo investigados para

aumentar a precisao deste sistema de pontuacgéo (Sylvester et al., 2006).

Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) no Brasil serdo, em 2016,
9.670 novos casos, sendo 7.200 em homens e 2.470 em mulheres. Sendo que em 2013 foram
3.642 mortes, sendo 2.542 homens e 1.099 mulheres.

A Sociedade Americana do Cancer estima que havera 76.960 novos casos de CB nos
Estados Unidos em 2016, sendo 58.950 em homens e 18.010 em mulheres. A estimativa
também prevé que haverd 16.390 mortes por CB onde 11.820 serdo homens e 4.570 serdo
mulheres.

Mais de 70% da incidéncia de CB é superficial (pTa e pT1), tumor ndo-invasivo, e a
ocorréncia de uma doenca invasiva é ocasional (Kroft e Oyasu, 1995; Reis et al., 2009).
Contudo, 50% dos tumores ndo-musculo invasivos recorrem em 4 anos apos o tratamento e
11% evoluem para o fenotipo invasivo (Shimada et al., 2011).

Atualmente o tratamento recomendado para o CBNMI compreende a ressec¢do
transuretral, geralmente seguida por quimioterapia intravesical com Mitomicina C ou
imunoterapia intravesical com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) para evitar recorréncia e/ou
progressao e nos casos de carcinoma de bexiga musculo invasivo o tratamento é a cistectomia

radical e/ou a quimioterapia e/ou a radioterapia. (Azevedo, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Cancer de bexiga: Estadios e terapia recomendada. (Adaptado de Azevedo, 2015).

1.2.1 Fatores de Risco

Segundo dados do registro da base populacional do INCA o maior fator de risco para
o desenvolvimento do CB é o tabagismo, sendo responsavel por cerca de 66% de novos casos
em homens e 30% em mulheres. Na meta-analise de estudos epidemioldgicos de Zeegers e
colaboradores (2000) sobre o impacto das caracteristicas do tabagismo ao risco de cancer do
trato urinario, o cigarro foi apontado como um fator que aumenta substancialmente o risco para
o desenvolvimento do cancer de bexiga. O cigarro possui dezenas de substancias toxicas, dentre
elas aminas aromaticas e compostos N-nitrosos analogos do MNU (N-metil-N-nitrosouréia) um
potente carcin6geno (Antonova et al., 2015)

Outro fator de risco potencial para o desenvolvimento do céncer da bexiga é a
exposicao ocupacional as aminas aromaticas por trabalhadores de industrias de borracha, téxtil
e de tinta e a infeccdo por Schistosoma haematobium, sendo este endémico em paises
mediterraneos como o Egito (Vineis, 1994, INCA, 2015).

A exposicdo a certas substancias tais como o arsénio, que pode estar presente em aguas
de abastecimento, o &cido aristoloquico presente em muitas plantas de uso medicinal e a
pioglitazona presente em farmacos para tratamento de diabetes estdo associados como um fator
de risco (Poon et al., 2015; Rosenquist e Grollman, 2016).

De acordo com a Sociedade Americana do Cancer a ingestéo reduzida de liquidos pode
ser um fator de risco, pois um individuo que ingere quantidades elevadas de liquidos,

principalmente agua, tende a eliminar substancias quimicas mais rapidamente levando em
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consideracao que este tendera a esvaziar sua bexiga com mais frequéncia e também diluira mais
rapido essas substancias toxicas.

Existem fatores de risco que ndo dependem do estilo de vida do individuo tais como o
historico familiar e a predisposicdo genética (Sadetzki et al., 2000; Antonova et al., 2001).

Em geral, o cancer da bexiga é cerca de 3 a 4 vezes mais comum em homens do que
em mulheres (Nezos et al., 2009). Por outro lado, a sobrevida das mulheres € pior com esse tipo
de tumor. Especula-se que a alta agressividade do cancer de bexiga nas mulheres € decorrente
do desbalango hormonal, o qual surge a partir da quinta década de vida. Embora a bexiga
urinéria seja secundariamente regulada por horménios sexuais esteroides, o urotélio normal e
0s tumores uroteliais s&o responsivos aos androgenos e estrogenos (Garcia et al., 2015).

Garcia et al. (2015) demonstraram pela primeira vez em ratas induzidas quimicamente
ao CBNMI que os niveis proteicos aumentados da ubiquitina ligase SIAH-2 supra regularam os
receptores androgénicos e diminuiram os niveis dos receptores estrogénicos, culminando com
0 escape das células uroteliais neoplésicas do sistema imune. Esses mesmos autores verificaram
gue os niveis dos receptores do sistema imune, toll-like receptors, foram diminuidos no CBNMI

e associaram esse efeito ao aumento dos niveis de SIAH-2 e dos receptores androgénicos.

1.2.2 Tipos de Carcinoma de Bexiga Urinaria

A bexiga urinaria é formada por varias camadas onde sdo encontrados diferentes tipos
de células e os diferentes tipos de carcinoma estdo divididos de acordo com o tipo de células
onde se iniciam. Segundo o INCA e a WHO essas alteragdes celulares levam ao
desenvolvimento de trés tipos de cancer:

Carcinoma urotelial: representa a maioria dos casos e comeca nas células do tecido
mais interno da bexiga que se diferem das células uroteliais normais por apresentarem mais
camadas epiteliais, maturacdo celular, nucléolos proeminentes e mais mitoses. Células
uroteliais também estdo presentes em outras partes do trato urinario, como na pelve renal, nos
ureteres e na uretra. Sendo assim, pacientes com esse tipo de carcinoma de bexiga, em muitos
casos podem ter tumores nestes lugares e dessa forma, todo o trato urinario deve ser verificado.
(INCA, 2016; Matheus, 2010, Sociedade Americana do Cancer, 2016)

Carcinoma de células escamosas: afetam as células delgadas e planas que podem
surgir na bexiga depois de infeccdo ou irritacdo prolongadas. Prevalecendo em paises do
mediterraneo 0 que pode estar associado a infeccdo crbnica da bexiga por Schistosoma

haematobium, endémico nessas regides. Nesses casos, 0s 0vos do Schistosoma podem atingir a
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parede vesical e causar processo inflamatdrio cronico e consequentemente causar uma
metaplasia escamosa. Quase todos 0s carcinomas de células escamosas sao invasivos (INCA,
2016; Matheus, 2010, Sociedade Americana do Cancer, 2016).

Adenocarcinoma: se inicia nas células glandulares (de secrecdo) que podem se
formar na bexiga depois de um longo tempo de irritacdo ou inflamacdo. Em geral,
adenocarcinomas ocorrem na cupula vesical e sdo tumores pouco diferenciados podendo ser
classificados em primario, de uraco ou ndo uraco, e secundario ou metastatico com etiologia
de: reto, estbmago, endométrio, mama, prostata e ovario. Adenocarcinomas de uraco tem pior
prognostico que ndo-uraco e podem apresentar metastases precocemente para linfonodos iliacos
inguinais, omento, figado, pulmdes e 0ssos. Quase todos os adenocarcinomas sao invasivos
(INCA, 2016; Matheus, 2010, Sociedade Americana do Cancer, 2016)

Quando o cancer se limita ao urotélio, é chamado de superficial. O cancer que comeca
nas células de transicdo pode se disseminar através do revestimento da bexiga, invadir a parede
muscular e disseminar-se até os 6rgdos préximos ou ganglios linfaticos, transformando-se num

cancer invasivo.

1.2.3 Classificagao histologica

Até 1998 os carcinomas uroteliais eram representados pela classificacdo de Koss em
graus 1, 2 e 3 e de acordo com essa classificacdo, quanto maior o grau, maior o padrao de
indiferenciacdo celular (Matheus, 2010). Dessa maneira, quanto mais uma célula tumoral
apresentasse caracteristicas de uma célula primordial ou normal ela seria considerada mais
diferenciada e, consequentemente, menos agressiva do contrario ela seria considerada menos

diferenciada e mais agressiva.

Porém, em 1998, o consenso entre a Organiza¢do Mundial de Saude (World Health
Organization, WHO) e a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (International Society
of Urological Pathology, ISUP) propds uma nova classificagao que permanece até os dias atuais
(Mostoffi et al., 1973; Epstein, et al., 1998, Epstein, 2003).
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Tabela 1. Classificacdo histolégica da Organiza¢do Mundial de Satde (WHQ) de 1973 e 2004

WHO classificacao 1973 WHO/ISUP classificacido 2004
Carcinoma urotelial papilifero de baixo

Grau 1: bem diferenciado grau

Grau 2: moderadamente diferenciado Carcinoma urotelial papilifero de alto grau

Grau 3: pouco diferenciado Carcinoma urotelial papilifero de alto grau

Entre outras mudancas, a principal diferenca foi o agrupamento dos tumores: grau | —
carcinoma urotelial papilifero de baixo grau e graus 2 e 3 — carcinoma papilifero de alto grau
(Tabela 1). Com relagdo ao prognostico, tumores de alto grau apresentam maior possibilidade
de recidiva e progressdo e, portanto, de piores prognésticos quando comparados aos de baixo
grau histoldgico (Matheus, 2010).

1.2.4 Estadiamento

O estadiamento histopatoldgico do CB serve para avaliar seu grau de disseminacdo e
é determinado pela profundidade de invasdo tumoral da parede vesical (comprometimento da
camada muscular) (Matheus, 2010; Pompeo et al., 2008; INCA, 2016). Esse diagnostico
dependeréa da resseccao transuretral (RTU) do tumor, por via endoscépica, para seu diagnostico
correto. Fragmentos de resseccao superficiais e profundos devem ser analisados separadamente
(Figura 3, Tabela 2) (Matheus, 2010). O sistema TNM, da Organizacdo Mundial da Saude, é
a referéncia para essa classificacdo, pois este é aceito mundialmente (Epstein et al., 1998;
INCA, 2016).



Tabela 2. Classificacdo do Cancer de Bexiga

Classificacdo TMN 2002 do Cancer de Bexiga

Tumor primario T
TX: Tumor primario ndo pode ser avaliado
0: Nenhuma evidéncia de tumor primario
Ta: Carcinoma papilar ndo invasivo (restrito a mucosa)
Tis: Carcinoma in situ
T1: Tumor com invasao subepitelial (invasdo da lamina propria)
T2: Tumor com invasdo da musculatura propria
pT2a: Superficial (metade interna)
pT2b: Profunda (metade externa)
T3: Tumor invade tecido perivesical
pT3a: Microscopicamente
pT3b: Macroscopicamente (massa extravesical)
T4: Tumor invade qualquer dos 6rgaos adjacentes
pT4a: Tumor invade a préstata, Utero ou vagina
pT4b: Tumor invade a parede pélvica-abdominal

Linfonodos regionais (N)

NX: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO: Nenhuma metéstase para linfonodo regional
N1: Metastase linfonodos <2 cm

N2: Metastase linfonodos <5 cm

N3: Metéstase linfonodos>5 cm

Metastases a distancia (M)

MX: Metéastases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO: Nenhuma metéstase a distancia

M1: Metastases a distancia




Camada serosa

Camada muscular

Ladmina prépria

Figura 3: Classificacdo do cancer de bexiga. (Adaptado de Pang e Catto, 2013)
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2. JUSTIFICATIVA

A imunoterapia com BCG ¢é a forma mais eficaz de terapia intravesical para a
profilaxia da recorréncia e progressao do cancer de bexiga ndo-musculo invasivo. Contudo, a
imunoterapia com BCG esta frequentemente associada com efeitos adversos locais e/ou
sistémicos, incluindo sepse, além de recorréncia tumoral em até 31% dos casos. A incidéncia
de efeitos adversos locais e sistémicos € significativamente reduzida com a utilizacéo de agentes
quimioterapicos. No entanto, a resposta a quimioterapia intravesical € incompleta e a
recorréncia tumoral é elevada (superior a 80%) em pacientes com doenca nao-musculo
invasiva. Também é importante ressaltar que a disponibilidade da BCG no Sistema Unico de
Saude (SUS), por muitas vezes, é baixa e apesar disso, até hoje, ndo ha no mercado nenhum
outro medicamento mais eficaz que a BCG. Desta forma, o desenvolvimento de novas terapias
para o tratamento de CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem menores efeitos adversos,
sdo muito relevantes. Nesta linha, ha uma intensa busca pelo desenvolvimento de novas
moléculas ou 0 melhoramento de farmacos ja existentes, como por exemplo, a associacao destes
farmacos com nanotecnologia, para o tratamento de cancer como 0 CBNMI.

Em face do papel estratégico dos imunoterapicos e dos avancos dos métodos
biotecnoldgicos para producdo de novas moléculas com atividade farmacoldgica, destaca-se o
imunomodulador P-MAPA, que por sua grande versatilidade e minima citoxicidade, reveladas
através de estudos in vivo e in vitro, abre uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos
de neoplasias, incluindo o CB. Os estudos iniciais do nosso grupo mostraram gue no tratamento
in vivo do CBNMI com P-MAPA houve regressao do cancer mostrando um importante efeito
antitumoral deste imunomodulador, indicando o grande potencial deste farmaco no tratamento
do CBNMI (Favaro et al., 2012; Garcia et al., 2016). Entretanto, a atual e as novas terapias de
CBNMI tem grandes obstaculos a enfrentar como, por exemplo, aumentar o seu tempo de
residéncia na parede da bexiga urinaria e aumentar a sua penetracdo no urotélio. Isto porque
estes dois fatores podem estar relacionados a baixa eficacia das terapias contrao CBNMI. Além
disso, a reducdo do nimero de instilacdes pode diminuir os indices de infeccGes nos pacientes.

As formulagBes convencionais sdo mantidas na bexiga urinéria durante 2 horas e a
exposicdo urotelial ao farmaco perdura até a primeira miccdo apds a instalacdo. Assim, o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas baseadas na nanotecnologia, para aumentar
0 tempo de permanéncia e a penetracdo de farmacos administrados pela via intravesical, é
fundamental para o tratamento da progressdo e recorréncia do CBNMI. Nesta linha, o

carreamento de farmacos, como o P-MAPA, é uma estratégia muito relevante pois atraves desta
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técnica é possivel a obtencdo de formulagdes aquosa deste farmaco com liberagdo prolongada
do mesmo. Além disso, estas particulas podem ser preparadas com polimeros com propriedades
mucoadesivas, como o pluronic e a quitosana. Esse tipo sistema nanoestruturado tem grandes
vantagens no tratamento de CBNMI tais como, aumentar o tempo de residéncia do
imunomodulador P-MAPA no urotélio e prolongar a sua liberagdo, e eventualmente diminuir o
namero de instilagfes intravesicais, e aumentar a sua penetracdo ampliando, desta forma, a sua
acao para CB musculo-invasivo. Dessa maneira, o indice de infec¢bes, que sdo comuns em
pacientes que recebem a terapia por via intravesical, sera reduzido e a eficicia do
imunomodulador P-MAPA podera ser melhorada.

Outro ponto relevante, para 0 aumento da eficicia do tratamento do CBNMI, é o estudo
dos mecanismos de reparo tecidual e angiogénese. O planejamento adequado e 0 emprego das
diferentes estratégias terapéuticas no CBNMI que dependem de diversos fatores, os quais
incluem o entendimento dos processos de reparo celular e angiogénese, a identificagdo dos
compostos que possam atuar como bloqueadores de EROs, bem como a sua distribui¢do no
urotélio, e seu mecanismo de acdo. Assim, o conhecimento da interacdo das diferentes
modalidades terapéuticas envolvendo nanoestruturas com os mecanismos de angiogénese e
reparo celular, bem como com as proteinas envolvidas na organizacgdo estrutural e molecular
do urotélio (uroplaquinas, desmocolinas e desmogleinas) sdo fundamentais para o entendimento
da carcinogénese urotelial. Além disso, a combinacao desses marcadores moleculares pode ser
atil na avaliacdo diagndstica e prognéstica do carcinoma urotelial. Desta forma, este projeto
tem grande relevancia cientifica e tecnolégica ampliando o conhecimento dos mecanismos de
progressdo do CBNMI e no desenvolvimento de uma nova formulagéo baseada em sistemas de
liberacdo sustentada com grande potencial de geracdo de patente, além de artigos cientificos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

— Preparar e caracterizar as nanoparticulas por diferentes técnicas fisico-quimicas;

— Comparar os efeitos histopatolégicos e moleculares do imunomodulador P-MAPA,
estabilizado e nanonizado com quitosana e pluronic, com a imunoterapia com BCG no
tratamento do CBNMI induzido em ratas. Além disso, objetiva-se estabelecer os efeitos dessas
estratégias terapéuticas envolvendo fatores indutores e reparadores de lesdo celular, EROs e
angiogénese.
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3.2 Objetivos Especificos

— Comeparar a estabilidade das nanoparticulas em diferentes meios;

— Caracterizar a histopatologia do CBNMI em ratos induzidos quimicamente e comparar a
progressao tumoral frente as imunoterapias intravesicais com BCG e formula¢fes micro e
nanoestruturadas de P-MAPA,;

— Comparar a organizacdo e a distribuicdo das proteinas estruturais do urotélio uroplaquina
(UP), desmocolina (DSC) e desmogleina (DSG) por anélises de Western Blotting no CBNMI
de ratos induzidos quimicamente frente as imunoterapias intravesicais com BCG e formulacGes

micro e nanoestruturadas de P-MAPA;

— Comparar por meio de Western Blotting o envolvimento das imunoterapias intravesicais
com BCG e formulagdes micro e nanoestruturadas de P-MAPA com as enzimas formadoras de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (NOX1 e NOX4) no CBNMI em ratos induzidos

guimicamente;

— Caracterizar e comparar os efeitos das imunoterapias intravesicais com BCG e formulac6es
micro e nanoestruturadas de P-MAPA sobre os fatores indutores e reparadores de lesdo celular
(TLRs 2 e 4, NRF2, TNF-a, NF-kB, IL-6, p53, IFN-y, IRF3, ), bem como o balanco angiogénico
e antiangiogénico (HIF1a, VEGF, MMP2, Endostatina) por Western Blotting no CBNMI em

ratos induzidos quimicamente.
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4. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese estdo divididos em 2 capitulos:

» Capitulo 1. Desenvolvimento de Novas Modalidades Terapéuticas no Tratamento
do Carcinoma de Bexiga Urinaria: Imunomodulador P-MAPA e Nanotecnologia.

» Capitulo 2. P-MAPA e o carcinoma de bexiga urinaria ndo musculo invasivo
(CBNMI): Mecanismos de reparo de leséo, EROS e angiogénese.
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4.1 Capitulo 1

Desenvolvimento de Novas Modalidades Terapéuticas no Tratamento do
Carcinoma de Bexiga Urinaria: Imunomodulador P-MAPA e
Nanotecnologia

RESUMO

O céncer de bexiga (CB) é o quarto tipo de cancer mais comum em homens. O
tratamento mais eficaz para este tipo de cancer é aimunoterapia com BCG (Bacillus Calmette-
Guerin) que, entretanto, ocasiona efeitos colaterais de intensidades variadas e altas taxas de
recorréncia e isso pode estar relacionado com os baixos efeitos dessa terapia atual sobre os
mecanismos de reparo tecidual, EROS e angiogénese. Desta forma, o desenvolvimento de
novas moléculas ou o melhoramento de farmacos ja existentes que reduzam o ndmero de
instilacOes intravesicais, as taxas de recorréncia e progressdo tumoral e os efeitos colaterais é
muito relevante. Diante deste cenario destaca-se o imunomodulador P-MAPA abrindo uma
nova perspectiva para o combate de alguns tipos de canceres, incluindo o CBNMI. Assim, o
objetivo deste estudo foram caracterizar o imunomodulador P-MAPA, estabilizado com
quitosana e pluronic para utilizacdo no tratamento da progressdo do CBNMI. Para tal, o P-
MAPA foi nanonizado utilizando a quitosana e o pluronic como estabilizante nas formulagoes.
A caracterizacdo das formulacGes se deu por técnicas microscopicas, diametro e carga
superficial, analises térmicas e de raio X. O presente estudo comprovou que a utilizacdo do
Pluronic como estabilizante para o desenvolvimento de formulag¢6es de compostos terapéuticos
mostrou-se eficiente na protecdo do produto contra alteragdes ou perdas pela variacdo do pH
urinario. Assim, o P-MAPA nanonizado na presenca de pluronic é um potencial candidato para
o tratamento do CBNMI.

Palavras-chave: cancer de bexiga, P-MAPA, pluronic F68, quitosana, nanotecnologia.
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1. Introducéo

Em geral, o tratamento de CB € realizado por terapia intravesical. Esta terapia tem
como vantagem comparativa a diminuicao dos efeitos sistémicos que os farmacos utilizados no
tratamento de doencas do trato urotelial causam quando administrados por via intravenosa. Em
geral, pela via intravenosa é necessario a administracao de doses mais altas do farmaco ja que
estes ndo sao especificos sendo, que uma parte € distribuida pelo organismo, além dos mesmos
sofrerem metabolizacao e excrecao antes de ter sua acéo no local especifico (Capaz et al., 1988).
Por este motivo os efeitos adversos sdo mais pronunciados.

Desta forma, o ideal é a administra¢do do farmaco no local onde sua acao é desejada,
pois esta estratégia pode aumentar a eficacia farmacoldgica e diminuir a dose do farmaco
necessaria para a obtencao do efeito desejado diminuindo, assim, os efeitos toxicos (Capaz et
al., 1988). Nesta linha, a via intravesical para a administracdo de farmacos no trato urinario tem
sido muito utilizada ja que, a bexiga € um 6rgdo de facil acesso e, portanto, adequada para
terapia topica, por esta via é possivel expor a area lesionada (bexiga/tumores) diretamente ao
farmaco e a quantidade de farmaco administrado pode ser facilmente controlada (Adiyat et al.,
2010).

1.1 Imunomodulador P-MAPA

O céncer de bexiga (CB) é caracterizado por lesBes superficiais, apresenta elevada taxa
de recidiva e progressdo apos resseccao endoscopica. Segundo Richie e D amico (2005), 70%
dos céanceres vesicais ndo invadem a tlnica muscular deste 6rgdo, contudo 20% - 30%
apresentam progressdo e 70% recorréncia pos-tratamento exclusivo com resseccao transuretral
(RTU). Por outro lado, sabe-se que a instilacdo intravesical do bacilo Calmette-Guerin (BCG)
diminuiu esses indices para 31% (Richie e D amico, 2005). Morales et al. (1976) foram
pioneiros em comprovar o sucesso no tratamento do CB superficial com BCG. Desde entéo,
BCG ¢ o tratamento de escolha para o CB superficial de alto risco, sendo considerada a
imunoterapia que apresenta melhores resultados, superior inclusive a quimioterapia intravesical
com relacdo as taxas de recorréncia e progressao do tumor (Andreas e Brandau, 2003).

A imunoterapia com BCG resulta em resposta imune intensa caracterizada pela

indugdo da expressdo de citocinas tanto na urina quanto na bexiga e influxo de células
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inflamatorias na parede vesical. Citocinas como TNF-a, fator estimulante de col6nias de
macrofagos (GMCSF), interferon (IFN) e ILs induzem resposta de linfocitos T—helper e das
células NK na bexiga (Andreas e Brandau, 2003). De acordo com Schambhart et al. (2000), apds
a instilacdo de BCG, a parede vesical apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por
linfocitos e granuldcitos com indugéo de resposta imune de longa duragéo, a qual pode persistir
por mais de 1 ano. Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a possivel correlacdo
entre expressdo de citocinas e resultado da terapia € alvo de investigacdo (Schambhart et al.,
2000). Ainda, Pook et al. (2002) demonstraram que células tumorais do CB que foram tratadas
com BCG combinado com o antioxidante N-acetilcisteina causou significante reducdo de EROs
e aumento da citotoxidade nas células cancerosas e sugeriram que os efeitos ndo-imunoldgicos
do BCG podem determinar a resposta antitumoral.

Contudo, o uso de organismos vivos e atenuados pode causar efeitos colaterais e
dificuldade em predizer resposta. Os efeitos colaterais estdo presentes em mais de 90% dos
pacientes tratados com BCG, sendo que esses vdo desde sintomas irritativos leves a moderados
do trato urinério, passando por complicaces graves como instabilidade hemodinamica, febre
persistente, prostatite granulomatosa, pneumonite, hepatite, artralgia, hematuria, obstrucéo
ureteral, epididimite, bexiga contraida, abcesso renal, septicemia e 6bito em casos mais graves.
comprometendo sua utilizacdo (Bhole e Brandau, 2003; Walsh et al., 2007, Matheus, 2010).
Dessa forma, tratamentos alternativos utilizando imunomoduladores, como o uso do agregado
polimérico anidridico fosfolinoleato-palmitoleato de aménio e magnésio (P-MAPA) tém sido
propostos com resultados promissores (Duran e Nunes, 1990; Nunes e Duran, 2003; Perabo et
al., 2005). O P-MAPA é um biopolimero nédo-linear, com massa molecular de 320 kDa,
produzido por método biotecnoldgico utilizando o fungo Aspergillus oryzae (Nunes & Duran,
2003).

O P-MAPA ¢€ um produto em desenvolvimento pela rede de pesquisas Farmabrasilis
(FARMABRASILIS, 2014) que esta organizada segundo o modelo de fonte aberta de pesquisa
e desenvolvimento (FARMABRASILIS, 2014).

A rede Farmabrasilis € uma organizacdo de pesquisas brasileira, sem finalidades
lucrativas, que possui previsdo de cessdo gratuita de seus produtos para programas de salde
publica quando estes estiverem direcionados para o tratamento de doencas negligenciadas e ao
atendimento de populagdes de baixa renda (FARMABRASILIS, 2014).

Os principais componentes da molécula sdo Mg?*, NH**, fosfato, acidos linoleico e
palmitoleico e proteina. O conteudo percentual de proteina esta ao redor de 0,5%, com massa

molecular de 10 kDa. Os aminoacidos encontram-se distribuidos em porcentagem da seguinte
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maneira: Asp 7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro 0,5%; Gly 9,69%; Ala 7,46%;
Vai 1,0%; Met 4,38%, Isoleu 2,54%, Leu 3,03%, Tyr 0,5%, Phe 1,0%, His 2,83%; Lys 3,56%,
Trp 1,3% e Arg 35,2% (Nunes & Duran, 2003). O P-MAPA é um farmaco cristalino, cujo
diametro médio dos cristais € de aproximadamente 200 um (Figura 1) e apresenta baixa

solubilidade em &gua (< 1 mg/mL) sendo dificil a sua administragdo em solucdo aquosa.

Figura 1 Micrografia dos microcristais de P-MAPA.

O P-MAPA nédo demonstrou citotoxicidade ou genotoxicidade em culturas de células
V79 e linfécitos humanos, bem como se mostrou atoxico em camundongos, cdes € macacos
(Durén etal., 1993). Estudos preliminares in vivo e in vitro indicaram que este imonomodulador
mostrou-se capaz de combater doencas infecciosas, virais e alguns tipos de neoplasias (Duran
etal., 1997; Justo et al., 1999). Justo et al. (2003,) verificaram, em camundongos portadores de
tumor ascitico de Ehrlich (TAE), mielossupresséo, aumento do nimero de unidades formadoras
de coldnias de granuldcito/macrofagos (CFU-GM) no baco e esplenomegalia. Apds tratamento
subcutaneo de P-MAPA durante 7 dias nestes animais, observou-se reducdo de 35% da
esplenomegalia e do crescimento tumoral, estimulacdo da mielopoiese, além do aumento da
producéo de IL-2 e interferon-gama (IFN-y) com consequente aumento da atividade de células
NK (Justo et al., 2003). De acordo com estes autores, o efeito modulador do P-MAPA na
resposta mielopoiética esta relacionado a sua atividade antitumoral como um possivel
mecanismo de regulacéo na producéo de CFU-GM e expressdo de suas atividades funcionais.

Também, Melo et al. (2001) avaliaram os efeitos do P-MAPA no nimero de CFU-GM

na medula 6ssea de camundongos infectados com Listeria monocytogenes e concluiram que
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este imunomodulador potencializou os mecanismos imunoldgicos reguladores das células
precursoras da medula 6ssea, as quais estdo envolvidas no controle das alteragdes provocadas
pelo tumor no sistema hemolinfopoiético do hospedeiro. Em modelos animais para o estudo de
cancer, o P-MAPA demonstrou capacidade de reverter o estado de imunossupressao causado
pelo processo tumoral, estando associado a este efeito um significativo impacto terapéutico na
doenca priméaria ou nos processos metastaticos (Justo et al., 2003). Estudos mais recentes com
0 P-MAPA mostraram a capacidade de atuacdo do composto em viroses de alto potencial
patogénico (Duran et al., 2009), e ainda em tuberculose (Favaro et al., 2012) e Leishmaniose
visceral canina (Melo et al., 2014, Santiago et al., 2013).

Entretanto, visando a sua aplicacdo como agente terapéutico intravesical, a eficacia
deste farmaco pode ser melhorada através de formulagdes em nanoparticulas poliméricas que
podem aumentar a sua penetracdo e a sua adesdo no urotélio além de prolongar a liberacdo do

mesmo diminuindo assim o nimero de instilagGes intravesicais.

1.2 Sistemas de liberacéo sustentada

As nanoparticulas poliméricas foram introduzidas no mercado cosmetico em 1995 pela
L’Oréal. Estas particulas sdo sistemas carreadores de farmacos que apresentam didmetro
inferior a 1 um. O termo nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem
entre si segundo a composicdo e organizacao estrutural (Figura 2). As nanocéapsulas sdo
constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o
farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica. Por outro lado, as
nanoesferas, que ndo apresentam dleo em sua composicdo, sdo formadas por uma matriz

polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou adsorvido (Schaffazick et al., 2003).
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Figura 2 Representagdo esquematica de nanocépsulas e nanoesferas poliméricas: a)
farmaco dissolvido no nucleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido a
parede polimérica das nanocapsulas; c) farmaco retido na matriz polimérica das
nanoesferas; d) farmaco adsorvido ou disperso molecularmente na matriz polimérica
das nanoesferas (SCHAFFAZICK, et al., 2003).

Na area farmacologica, em geral, as nanoparticulas poliméricas sdo preparadas com
polimeros biocompativeis e biodegradaveis com didmetro em torno de 200-300 nm. A
penetracdo e transporte sdo dependentes da composicao quimica dos materiais de cobertura das
particulas (polimeros e estabilizantes), do mecanismo de encapsulamento, o que influencia
diretamente na liberacdo do farmaco, no didmetro das nanoparticula e na viscosidade das
formulacGes. Foi claramente demonstrado que as nanoparticulas poliméricas sdo capazes de
modificar a atividade dos farmacos, controlando sua liberacdo, aumentando sua adesividade ou
tempo de permanéncia na pele ou em mucosas (Ridolfi et al., 2012, Guterres et al., 2007).

Independente do método de nanonizacdo, 0s nanocristais precisam ser estabilizados
por tensoativos. Esta estabilizacdo é importante, pois a reducdo do didmetro dos cristais
aumenta significativamente a area superficial dos cristais, o que é termodinamicamente
desfavoravel. Desta forma, os nanocristais tendem a se aglomerarem. Esta aglomeracéo pode
ser evitada ou minimizada por estabilizacdo estérica e/ou por carga utilizando polimeros e/ou
tensoativos como, por exemplo, o Pluronic e a Quitosana (Cerdeira et al., 2010).

Em doencas do trato urinario, algumas estratégias, utilizando sistemas de liberacéo
sustentada, ja foram estudadas no encapsulamento, principalmente, de quimioterapicos em
diferentes nanoestruturas como, por exemplo, lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas,
nanoparticulas poliméricas e dendrimeros. (Chen et al., 2011). Tyagi et al. (2004) estudaram
os efeitos in vivo da capsaicina em capsulado em lipossomas para tratamento de cistites

instersticiais. Neste estudo foi verificado que a formulacdo de lipossomas bloqueou
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completamente o reflexo de miccdo hiperativo na bexiga, comparado ao efeito obtido por
instilacdo com etanol 30%, mas sem quaisquer efeitos adversos no urotélio.

Quimioterapicos, como doxorrubicina (Subedi, et al., 2009), etoposido (Reddy et al.,
2005) e docetaxel (Xu et al., 2009) foram encapsulados em nanoparticulas lipidicas solidas
apresentando grandes vantagens como, por exemplo, solubilizagdo destes farmacos em solugéo
aquosa, aumento da estabilidade das formulagdes e liberagcdo prolongada dos farmacos. Em
nanoparticulas poliméricas, Chang et al. (2009) estudaram o potencial de nanoparticulas
poliméricas preparadas com o polimero poli (etil-2-cianoacrilato) (PAEC) no encapsulamento
de epirubicina. Neste estudo foi observado que as particulas apresentam alta adesao no urotélio
e melhorou a penetracdo de epirubicina na parede da bexiga em relacdo ao farmaco livre
demonstrando o grande potencial destas particulas no carreamente de farmacos para o

tratamento de CB.

1.3 Nanoparticulas mucoadesivas

Uma das barreiras a ser superar na administracdo de farmacos é o aumento da adeséo
dos mesmos no local de acdo como, por exemplo, na pele e em mucosas, aumentando assim a
eficdcia da terapia. Nesta linha nanoparticulas preparadas com polimeros com propriedade
mucoadesiva tem sido investigadas como, por exemplo, quitosana, acido hialurénico,
polietilenoglicol, alginato, gelatina entre outros (Muagbe et al., 2012).

A quitosana é um copolimero constituido por unidades N-acetil-D-glicosamina e D-
glicosamina em proporg¢des variaveis. Este composto é tipicamente obtido pela desacetilagéo
da quitina que é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza depois da celulose, sendo
o principal componente do exoesqueleto de crustaceos e insetos (Silva et al., 2006).

Quitosana e quitina, bem como derivados da quitosana, sdo empregados em diversas
areas, como na agricultura, alimenticia, farmacéutica e cosmética (Silva et al., 2006). Na area
farmacéutica, quitosana tem sido largamente utilizada em sistemas de transporte de farmacos
(Ridolfi e col., 2012, Lira et al., 2007). Além de ser um polimero biocompativel, biodegradavel,
atoxico e de baixo custo, a quitosana possui propriedades bioldgicas interessantes como
atividade antimicrobiana, aceleracdo do processo de cicatrizagdo e apresenta propriedades de
mucoadesdo (Khoushab & Yamabhai, 2010). Devido as cargas positivas em pH fisioldgico
(grupos amino protonados) a quitosana tem a capacidade de aderir a superficies carregadas

negativamente como pele e mucosas, como o urotélio, aumentando a retencdo do farmaco no
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local de aplicacdo (Muagbe et al., 2012, Berger et al., 2004) (Jordan et al., 2007, Eroglu et al.,
2002).

A parede da bexiga tem uma espessura de 200 um de urotélio ndo-perfusado que é
revestido com uma camada de mucina que é um glicosaminoglicano com carga altamente
negativa. Desta forma, polimeros com carga positiva, como a quitosana, possuem alta adesdo
nesta camada além de aumentar a permeabilidade do epitélio (Muagbe et al., 2012). Burjak et
al. (2001) observaram que microesferas de quitosana apresentaram alta adesdo no urotélio
sendo que esta adesdo foi maior quando quitosana de baixo peso molecular foi utilizada.
Bilensoy et al. (2009) verificaram in vitro que nanoparticulas de policaprolactona (PCL)
recobertas com quitosana se aderiram mais a células tumorais do que a células sadias
demonstrando o grande potencial do uso de quitosana no transporte de farmacos aumentando o
tempo de residéncia do farmaco na bexiga e direcionado-as as células tumorais.

Outro exemplo promissor de nanomateriais poliméricos ¢ o Pluronic sendo este
constituido por blocos poliméricos formados por uma porg¢ao hidrofilica (6xido de polietileno
(PEO)) e uma porg¢ao hidrofébica (6xido de polipropileno (PPO)), que estdo arranjados em uma
tripla estrutura formada por PEO-PPO-PEQ, sendo que a por¢ao hidrofobica do polimero pode
incorporar fAirmacos aumentando a solubilidade dos mesmos. Variagcdes no nimero de PEO e
PPO sao caracterizadas por diferente balanco hidréfilo-lipofilo (HLB); (Batrakova & Kabanov,
2008). Essas unidades monomeéricas se arranjam de forma a promover a formagao de micelas,
cujas propriedades de solubilidade estdo estritamente relacionadas as propriedades do meio
onde estas estdo incorporadas (Adams et al., 2003; Batrakova & Kabanov, 2008).

Micelas poliméricas tem sido utilizadas no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos encontrando ampla aplicacdo como (i) sistema de solubilizacdo de farmacos
insoluiveis em meio aquoso, (ii) na estabilidade de farmacos e formulagdes farmacéuticas, (iii)
como sistema de liberagdo controlada de farmacos, e (iv) como agente seletivo e especifico de
liberagdo programada de fArmacos em locais previamente determinados (Adams et al., 2003;
Batrakova & Kabanov, 2008). Tais propriedades fornecem a seletividade, especificidade e
seguranca necessaria para o emprego destes agentes na industria farmacéutica (Adams et al.,
2003). As micelas poliméricas distinguem-se de outros carreadores de fArmacos e compostos
quimicos, pois tém tamanho menor quando comparadas aos lipossomas e microparticulas. As
moléculas poliméricas formadas por 6xido de polietileno (poly — ethylene oxide — PEO) j4 sdao

aprovadas pela FDA para a administracdo parenteral de fairmacos.
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2. Materiais e métodos

2.1- Caracterizacgdes das micro e nanoparticulas com P-MAPA

2.1.1 Nanonizacéo dos microcristais de P-MAPA

Levando em consideracao que a solubilidade do P-MAPA em solucdes aquosas é baixa
foi necessério estudar uma reducdo de seu tamanho. Assim, a reducdo dos grandes cristais de
P-MAPA (> 200 um) para escala nanométrica (< 1um) e estabilizacdo com biopolimeros com
propriedades mucoadesivas poderia melhorar a eficacia desse farmaco. Como estratégias de
estabilizagdo dos nanocristais de P-MAPA foi proposto no presente projeto o uso do Pluronic
F68 e da Quitosana.

A nanonizacdo dos microcristais de P-MAPA foram realizadas utilizando o
processador ultrassénico de 750 Watt (VCX 750 — Sonics). Para isto, 5 mg do imunomodulador
P-MAPA foram dispersos ou em 5 mL de solucdo aquosa de Pluronic F68 (5% m/v) (Aldrich)
ou em 5 mL de uma solucdo de Quitosana (0,2%) (105 kDa / ~81% acetilacdo, Polymar), que
foram utilizados como estabilizante dos cristais. Em seguida, esta dispersdo foi sonicada no
processador ultrassénico em ciclos de 10 minutos por até 1h e 40 minutos em banho de gelo. A
cada ciclo de sonicacdo a temperatura da dispersdo foi verificada mantendo-a abaixo de 20°C

durante todo o processo de nanonizacao.

2.2.2 Caracterizacdo Morfologica dos cristais

Os nanocristais foram caracterizados quanto a morfologia por microscopia eletronica de
varredura (MEV). Uma pequena quantidade da dispersdo dos nanocristais foi adicionada em
uma fita de carbono fixada em um porta-amostra de latdo. Em seguida, as amostras foram
metalizadas com Au/Pd pelo processo de Sputtering (evaporacdo do metal e deposi¢do de uma
fina camada — 10nm - sobre a amostra) utilizando-se um metalizador BAL-TEC. As analises
foram realizadas em um microscopio eletronico de varredura Jeol JSSM-6360LV, utilizando-se

uma tensdo de aceleracéo de 20 kV.
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2.1.3 Tamanho médio, distribuicdo de tamanho das particulas e Potencial
Zeta

O didmetro medio dos nanocristais foi determinado através da técnica de espectroscopia
de correlacdo de fotons utilizando o aparelho Zeta Sizer Malvern. Para isto 1 mL de amostra
diluida em agua deionizada (1:10) foi adicionado em uma cubeta de acrilico e as medidas
realizadas no Zeta Sizer da Malvern. A carga superficial dos nanocristais, potencial zeta ou
mobilidade eletroforética, e a titulacdo de pH foi analisada pelo mesmo aparelho. Para estas
analises a dispersdo dos nanocristais foram diluidos 10x com uma solugdo de KCl 1 mM e o

potencial zeta foi medido.

2.1.4 Estudo da influéncia do pH no diametro das nanoparticulas

Um estudo da influéncia do pH no didametro das particulas foi realizado utilizando um
titulador MTP-2 Multi Purpose Titrator (Malvern®) acoplado ao Zeta Sizer Malvern. Solucdes
titulantes de NaOH (0,25 e 1M) e de HCI (1 M) foram utilizadas nestes experimentos. Neste
estudo o pH foi variado de 6 a 9 e o diametro foi medido a cada variagéo de 0,5 no pH.

2.1.5 Raio X de Difracéao

A andlise estrutural do P-MAPA e das formulacGes com Pluronic F68 e Quitosana foi
realizada por difracdo de raio X (DRX) utilizando o equipamento da marca Shimadzu, modelo
XRD 7000, com varredura de 20 na faixa de 2° a 90°, com radiacdo CuKa 1,54 A, poténcia no
tubo de 40 kV e corrente de 30 mA.

2.1.6 Liofilizagdo das nanoparticulas

Para secagem das nanoparticulas, estas foram congeladas em gelo seco/etanol e
liofilizadas em um Liofilizador Terroni LB 300TT por 48 horas. Para amenizar a agregacéo das
particulas nanonizadas com Quitosana, antes do congelamento das mesmas foi adicionado um

crioprotetor. O crioprotetor estudado fora 0 manitol na porcentagem de 20%(m/v).
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2.1.7 Caracterizacdo Termofisica por Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC)

Experimentos foram realizados para determinar as possiveis interacdes entre o
Pluronic F-68 e a Quitosana com o farmaco em estudo P-MAPA. Os termogramas de DSC
foram obtidos por um Calorimetro Diferencial de Varredura DSC-Q10 (TA Instruments).
Aproximadamente 3 mg de cada amostra foi aquecida usando um porta-amostra padrédo de
aluminio selado. As analises foram feitas em atmosfera de nitrogénio, a um fluxo de 50 mL.

mint, na faixa de temperatura de 10 a 160 °C na taxa de aquecimento de 5°C/min.

2.1.8 Raio X de Fluorescéncia

Para analisar as intensidades fluorescentes dos elementos possivelmente presentes no
P-MAPA utilizou-se um Espectrémetro Sequencial de Fluorescéncia de Raios-X por Dispersao
de Comprimento de Onda Shimadzu Modelo XRF. Os elementos analisados foram Fosforo (P),
Magnésio (Mg), Potéssio (K), Caélcio (Ca), Manganés (Mn), Cromo (Cr) e Ferro (Fe). As
condicGes de analise foram:

e Atmosfera: vacuo

e Rotacdo da amostra: sim

e Fonte de radiacdo: Rédio

e Voltagem: 40kV

e Corrente: 95mA

e Modo: continuo

e Velocidade: 8 °/min

o Step: 0.01°

e Canais de aquisicao:
Ti-U => Cristal de difracdo: LiF, detector SC
K,Ca, Sn-Cs => Cristal de difracdo: LiF, detector FPC
Mg => Cristal de difracdo: TAP, detector FPC
P => Cristal de difracdo: Ge, detector FPC
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3. Resultados e discussao

3.1- Caracterizacbes das micro e nanoparticulas com P-MAPA: MEV,
Titulagdo, tamanho e potencial Zeta

Nanocristais do imunomodulador P-MAPA com diametro abaixo de 500 nm foram
obtidos apds o processo de nanonizagdo como demonstrado na Tabela 1. A carga superficial
dos nanocristais foi dependente do estabilizante utilizado no processo de nanonizagédo. A carga
de superficial das nanoparticulas demonstra a carga eletrostatica superficial destas e pode
resultar da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da nanoparticula, ou da adsorcéo de
espécies idnicas presentes no meio aquoso do sistema.

(Magenheim e Benita, 1991; Mosqueira et a., 2000).

Nanocristais com carga superficial negativa foram obtidos quando se utilizou o
estabilizante Pluronic e com carga positiva quando se utilizou a quitosana como agente
estabilizante. Esta diferenca na carga pode ser explicada pelas estruturas dos estabilizantes
(Figura 3). No caso do Pluronic, este apresenta varios grupos -OH e -C-O-C- (Figura 3A) que
conferem a esta estrutura vérias regides com densidade de carga negativa (3-) enquanto que no
caso da quitosana os grupamentos amino (NH2) se encontram protonados (NHs") (Figura 3B),
em pH abaixo de 6,5, conferindo desta forma, varias regides com carga positiva. Desta forma,
foi possivel obter nanocristais com diferentes cargas superficiais.

O didametro médio e o indice de polidispersidade dos cristais nas duas formulacdes
foram muito préximos, sendo que este é um parametro que fornece informacgdes sobre a

homogeneidade da distribuicdo dos tamanhos da particula na formulacéo.

Tabela 1: Valores de pH, diametro e potencial zeta dos nanocristais do
imunomodulador P-MAPA.

Amostra pH Diametro indice de Potencial
(nm) Polidispersidade Zeta (mV)
(PDI)
P-MAPA-Pluronic 6,5 497 0,541 -14

P-MAPA-Quitosana 50 462 0,573 + 23
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Figura 3: Estrutura dos estabilizantes, A: Pluronic, B: Quitosana.

Com relagdo a morfologia dos micro e nanocristais de P-MAPA, o diametro dos
microcristais de P-MAPA variou entre 200 — 400 um (Figura 4a) mostrando uma estrutura com
um grau de cristalinidade muito elevada apresentando uma morfologia ortorrdmbica.

A morfologia dos nanocristais de P-MAPA estabilizados por Pluronic e Quitosana foi
observada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figuras 4b, 4c, Figuras 5a, 4c).
Nestas imagens observaram-se estruturas nanometricas (400-700 nm) dos cristais que foram
aglomeradas devido ao processo de secagem necessario para a realizagdo das imagens, e devido
a presenca de grande quantidade do estabilizante Pluronic e Quitosana que, provavelmente,

estava revestindo os cristais.
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Figura 4: (a) Micrografia dos microcristais de P-MAPA,; (b), (c) Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) dos nanocristais de P-MAPA estabilizados com Pluronic.

\Figura 5: (a) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) dos nanocristais de P-MAPA estabilizados
com Quitosana; (b) Microscopia Eletrénica de Varredura do nanocristal de P-MAPA puro.
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Na titulaco de pH, o estabilizante Pluronic F68 apresentou-se mais estavel em relagdo
a variacdo de pH quando comparado com a quitosana (Gréfico 1). Observou-se que o tamanho
das particulas de P-MAPA estabilizado com Pluronic ndo foi alterado em pH bésico (pH 8 - 9)
(Grafico 1a), onde o mesmo permaneceu em escala nanomeétrica. Em contraste, o tamanho das
particulas de P-MAPA estabilizado com quitosana ndo permaneceu em escala nanométrica,
sendo que seu tamanho foi aumentando a medida que o pH se tornava mais basico (Gréfico
1b).

Gréfico 1: Titulacdo de pH e seu efeito sobre o didmetro médio dos nanocristais de P-MAPA
estabilizados com Pluronic F68 (a) e Quitosana (b).
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Dados do nosso grupo de pesquisa indicam que o ambiente apresentado pela bexiga
urinaria com CB apresenta pH basico, sendo que o pH ideal para que a quitosana mantenha seus

grupamentos amino protonados é abaixo de 6,5, ou seja, um meio &cido fraco. O ambiente
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bésico da urina altera a estrutura da quitosana tornando-a insollvel, acarretando a
desprotonacdo de seus grupamentos aminos e consequente precipitacdo da mesma. Dessa
forma, o P-MAPA ndo consegue aderir-se ao urotélio da bexiga urinaria uma vez que a
quitosana, que ja apresenta baixa area superficial, limita ainda mais o acesso aos sitios de
adsorcéo (grupos amino) ndo expostos, diminuindo a velocidade e a capacidade de adsorgéo do
urotélio. Tais desvantagens foram corroboradas por Dias et al. (2008). Cabe ressaltar que devido
a alteracdo da estrutura da quitosana, o P-MAPA nanonizado também sofreu alteracGes no
tamanho de particula reagregando-se e, dessa forma, tomando propor¢des micrométricas. Este
indicio pode ser importante para propormos que a utilizacdo da quitosana, sem prévia
modificacdo quimica estrutural, oferece uma limitacdo em sua utilizagdo como carreadora de
farmacos.

Na literatura ja é reportado que a velocidade de liberacdo de farmacos a partir de
matrizes de quitosana é afetada pela mudanca do pH (Laranjeira & Favere, 2009) e algumas
aplicacbes farmacéuticas da quitosana também podem ser limitadas por problemas de
hidrossolubilidade, uma vez que esta é insoltvel em dgua e em meio neutro, condi¢cdes em que
diversas enzimas fisioldgicas exercem suas atividades (Kubota et al., 2000). Silva et al., (2006),
sugeriram que a medida que o polimero € catidnico, este se encontra soltvel por exemplo, no
estdbmago (faixa de pH 1- 3), porém, pode precipitar no intestino (pH 6,5). Esses mesmos
autores destacaram que esta caracteristica fisico-quimica é o ponto chave no “mecanismo de
acdo” da quitosana, onde devido a precipitagdo, o complexo carreado pela mesma nao ¢
absorvido.

O valor do potencial zeta do P-MAPA nanonizado com quitosana é positivo no pH 6,
porém este decresce quando o pH se torna neutro ou basico, o que reflete a desprotonacdo dos
grupamentos terminais da quitosana, indicando que as cargas eletroestaticas na superficie
coloidal foram eliminadas. Este efeito pode ser esquematicamente ilustrado (Figura 6). Com o
pH abaixo de 6, 0s grupos aminos da quitosana estdo totalmente protonados e a formulagéo
nanoestruturada de P-MAPA com quitosana fica individualmente dispersa em &gua devido a
forte repulsdo eletrostatica. O aumento do tamanho pode-se explicar devido aos terminais da
guitosana que estdo estendidas e semirrigidas na estrutura. Com o pH em aproximadamente
7,5 a maioria dos segmentos da quitosana estdo desprotonadas e as repulsdes internas da
macromolécula decresce, resultando no enrolamento das cadeias da quitosana. Entretanto, as
forcas Coulombicas residuais prevalecem nas ligac@es de hidrogénios entre os dominios de P-
MAPA e quitosana, prevenindo a formacéo de agregados maiores, 0 que explica a manutengédo

dos tamanhos nessa faixa de pH. Com pH acima 7,5 aparentemente comeca a neutralizar a
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estrutura da formulagdo P-MAPA-quitosana e gradualmente comega a agregagéo e precipitacao
devido a associacdo hidrofobica e a forte interacdo ligante com hidrogénio. Efeitos similares

foram encontrados com oxido grafeno e quitosana (Bao et al., 2011).
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Figura 6: Esquema da desprotonacao dos grupamentos animos terminais da quitosana.

Em relacdo a Quitosana, pode-se afirmar que o pH bésico da urina na bexiga urinaria
leva a desprotonacdo e precipitacdo da quitosana, o que dificulta a adeséo e acdo do P-MAPA
no urotélio, resultando em baixa efetividade desse farmaco no tratamento intravesical do
CBNMI. Portanto, a avaliacdo do pH do meio é fundamental para a aplicacdo de formulacdes

contendo quitosana.

3.2- Comparacéo das formulagdes de P-MAPA com Pluronic F68 através das
analises de Raio X de Fluorescéncia (XRF), Difracdo de Raio X (XRD) e
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A técnica espectroscopia de fluorescéncia de raios-X (XRF) é uma técnica analitica
bem estabelecida para determinar a composic¢éo quimica de uma amostra (Young et al., 2016)

e, com a utilizacdo desta técnica podemos analisar que a razdo de P/Mg nas amostras originais
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de P-MAPA est4 ao redor de 1.5-1.8. Neste caso P-MAPA _P17 apresenta um valor de 1.4.
Contudo é pertinente lembrar que o erro destas medidas de fluorescéncia de raios- X esta ao
redor de 25-30%. Logo teriamos um valor de P/Mg de 1.8, sendo este um valor dentro das

amostras padrdes do P-MAPA (Figura 7).

Sample : P-MAPA P17

Operator:

Comment : AZna Claudia

Group : [Qual-Quant.]DURAN Mg e K
Date : 2013-07-26 15:50

[Quantitative Result]

Analyte Result Proc-Calc Line Net Int BG Int
P 14.99%00 % Quant.-FP P Ka 34.888 0.436
Mg 10.7723 % Quant.-FP MgEa 2.861 0.007
K 1.3813 % Quant.-FP K EKa 2.442 0.015
Ca 0.14%1 % Quant.-FP CaFKa 0.228 0.008
Mn 0.0855 % Quant.-FP MnEa 0.180 0.013
Cr 0.0146 % Quant.-FP CrEa 0.025 0.008
Fe 0.0100 % Quant . -FP FeKa 0.0386 0.01s
C326H6140163N20452 T72.5972 % Balance = -------- -——---—--- ——————--

Figura 7: Raio X de Fluorescéncia do P-MAPA.

Através das analises de Raio X de Difracdo (Figuras 8, 9) e Calorimetria Diferencial
de Varredura das misturas de Pluronic F-68 (5, 3 e 1,5%) e P-MAPA (Figuras 10, 11a, 12 e
13a) observamos que, pela alta da concentracéo de Pluronic, os refratogramas e os termogramas
foram mascarados pelos sinais referentes ao Pluronic F-68.

A técnica de difracdo de raios-X (XRD) é uma técnica fundamental para a
caracterizacdo de estruturas cristalinas, fornecendo evidéncias da estrutura em varias dimensdes
(Schldgl, 2009) e isto é possivel porque os comprimentos de onda dos raios-X possuem
dimensdes espaciais semelhantes as distancias entre os planos atémicos dos sélidos cristalinos
sendo assim, quando um feixe de raios-X se choca com um solido cristalino, 0 mesmo interage
com o0s atomos presentes e podem produzir picos reforcados de radiacdo, de diversas
intensidades. (Massa, 2004), ocorrendo conforme a Lei de Bragg (n A = 2 d sen(0)) a qual
estabelece a relacdo entre o angulo de difracdo e a distancia entre os planos que a originaram.

Nossos resultados indicaram menos propriedades cristalinas do farmaco ou o farmaco

poderia ser encontrada no estado de solucédo solida a baixa concentracdo do carreador, o que
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fora observado pela andlise da mistura fisica de P-MAPA na proporcdo 8:2 em relagdo ao

Pluronic F68 (Figura 13b, e Figura 14).
Entretanto, quando analisados separadamente o P-MAPA foi altamente cristalino com

picos de difracédo caracteristicos (Figura 8a) apresentando picos de difracéo (20) a 15,77, 20,84,

21,43, 27,06, 30,62, 31,88, 33,27, e 33,67 que podem ser correlacionados com indices (hkl)
(002), (111), (012), (103), (211), (004), (022), e (212) respectivamente dos cristais de
hexagonais de aménio magnésio fosfato. As diferencas em algumas reflexdes provavelmente

sdo de orientagcdes peculiares da presenca de produtos orgéanicos (lipideos e proteinas). O

Pluronic F68 também mostrou seus picos caracteristicos de alta intensidade a valores de 26 de

19,13 e 23,24° (Figura 9a).
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Figura 8: Difratograma do P-MAPA (a), da formulacdo de P-MAPA em tamanho micrométrico com
Pluronic F68 (5%) (b) e da formulacéo de P-MAPA em tamanho nanométrico com Pluronic F68 (5%)

(c).
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Figura 9: Difratograma do estabilizante Pluronic F68 (a), da formulacdo P-MAPA nanonizado com

Pluronic F68 (3%) (b), da formulacdo P-MAPA nanonizado com Pluronic F68 (1,5%) (c), da mistura
fisica de P-MAPA tamanho micrométrico com Pluronic F68 (1:50).
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Figura 10: Termograma do P-MAPA em tamanho micrométrico em solugdo de Pluronic F68
(5%) (a), e do P-MAPA em tamanho nanométrico em solucéo de Pluronic F68 (5%) (b).
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Figura 11: Termograma do Pluronic F68 (a), e do P-MAPA microcristal puro (b).

Para avaliar a interacdo entre 0 P MAPA e os carreadores nas formulacéo foram feitas
andlises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). Esta é uma técnica na qual o fluxo de
calor (energia) passa para a amostra e € monitorado em fungdo do tempo ou temperatura,
enguanto a temperatura da amostra, huma atmosfera especifica, é programada (Groenewoud,
2001).

Esta técnica por si s6 ndo pode proporcionar informacéo direta sobre a amostra a nivel
molecular, porém quando acoplada a outras ferramentas, tais como difracdo de raios-X, e
correlacionada com estudos fisiologicos, este método facil e rapido, por vezes, é capaz de
produzir informacBes que ndo poderiam ser obtidas por outras abordagens (Stein, 1974).

Neste estudo o termograma do P-MAPA microcristal puro (Figura 11b) mostra que a
partir de 50°C pode ocorrer um processo endotérmico préprio de desnaturacdo de proteinas e
de acidos graxos. O termograma também apresenta um pico centrado ao redor de 122°C este
pico pode ser atribuido a uma perda principalmente durante o aquecimento. A existéncia de
somente um pico no DSC sugere que a perda de ambnia e &gua no P-MAPA ocorre

simultaneamente.
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Figura 12: Termograma do P- MAPA em tamanho nanonizado em solucdo de Pluronic F68
(3%) (a), e do P- MAPA nanonizado em solucdo de Pluronic F68 (1,5%) (b).
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Figura 13: Termograma do P-MAPA mistura fisica com Pluronic F 68 (1:50) (a), e P-MAPA
em mistura fisica com Pluronic F68 (8:2) (b).

Estes resultados também foram observados por Fathy e colaboradores (2003) no
preparo de dispersdes solidas contendo piroxicam e Pluronic.

Neste trabalho Fathy e colaboradores (2003) utilizaram prepara¢fes contendo
piroxicam e cada copolimero em diferentes proporcdes de peso (1:1, 1:3 e 1:5 farmaco:
polimero) foi empregado o método de evaporacdo de solvente. A droga foi dissolvida em
cloreto de metileno e o copolimero em uma quantidade minima de etanol. As duas solugdes
foram misturadas e os solventes organicos foram removidos por rotaevaporacao a temperatura
ambiente, com o auxilio de agitacdo suave. A massa seca foi pulverizada, peneirada e as fragdes
de particulas com tamanhos entre 100-250 um foram utilizadas neste estudo. As misturas fisicas
de piroxicam e Pluronic em diferentes proporcdes foram preparadas como dispersées solidas
por mistura suave num almofariz para o farmaco e o copolimero. Neste caso, o piroxican (PMX)

foi altamente cristalino com picos de difragédo caracteristicos.
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O Pluronic 68 também mostrou seus picos caracteristicos de alta intensidade a 19,13°C
e 23,24°C. A intensidade dos picos do piroxicam (PXM) no caso de dispersdo solida (SD)
(proporcéo de 1:1) foi menor que a da mistura fisica (PM) na mesma proporcéo.

Pelo aumento da concentracdo do Pluronic 68 os difratogramas destas preparacdes
também foram completamente mascarados pelos sinais do Pluronic 68 assim como 0s
resultados encontrados neste estudo. Os resultados de Fathy et al., (2003) indicaram menos
propriedades cristalinas do farmaco ou o farmaco poderia ser encontrado no estado de solucédo
solida a baixa concentracao.

Os termogramas de DSC do piroxicam apresentaram uma fusdo endotérmica com
ponto de fusdo de 201,5°C. O ponto de fusdo do Pluronic F-68 aparece a 51,8°C. Tanto a
mistura fisica como a de dissolucdo exibiram picos endotérmicos agudos devido a fusdo do
Pluronic na mesma posi¢do que o Pluronic F-68 sozinho (o ponto de fusdo do piroxican na
mistura e na dissolucdo deslocou para 191,7°C). Isto revela a existéncia de Pluronic no estado
cristalino que é consistente com o aparecimento do pico de difracdo padrdo em Raio X de
Difracdo (XRD). O ponto de fuséo do piroxicam foi observado na mistura fisica e na dissolu¢éo
na razdo de 1:1 como endotermas largos e menores que o ponto de fusdo do farmaco. Os picos
de piroxicam (PXM) na dissolucdo preparada na razdo 1:1, ocorreram a 191.7°C. O
desaparecimento dos endotermas de fusdo do piroxicam foram observados em todas as
dispersdes maiores na proporgao de 1:1. Os resultados poderiam sugerir que o piroxicam (PXM)
€ menos cristalino ou esta em sua forma amorfa.

Esta similaridade entre 0 DSC das dispersfes solidas e da mistura fisica indicam a
auséncia de interacdo quimica entre piroxicam e Pluronic F-68.

Yuasa et al. (1994) reportaram que a razao do desaparecimento dos picos endotérmicos
na mistura fisica deu-se, provavelmente, por que o estado cristalino do farmaco foi levado ao
estado amorfo devido ao aumento da mobilidade molecular durante o processo de aguecimento.

El Maghraby e Alomrani (2009), também observaram esses dados nas formulagdes
com Pluronic e itraconazol onde o Pluronic F68 produziu um pico agudo endotérmico a 53,9°C.
A formulacdo do itraconazol como coevaporado bindrio com o Pluronic F-68 reduziu
significativamente a temperatura de seu pico endotérmico com picos mais largos comprados
com itraconazol puro. A reducédo da temperatura e a largura dos picos aumentou com aumento
da concentracdo de Pluronic F-68. Este comportamento pode ser explicado com base na
formacdo de uma mistura eutética entre o farmaco e o Pluronic F-68. Explicacdo similar foi
dada por Chen et al. (2004) na utilizagdo do farmaco lipofilico ABT-963 com Pluronic F-68.

Este efeito sugere que no aquecimento da mistura fisica (DSC) o farmaco interage
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progressivamente com o Pluronic que funde a temperaturas mais baixas. Sugestdo semelhante
também foi registrada por Vippagunta et al. (2002) para a interagdo entre a nifedipina e o
Pluronic F-68.

Outro exemplo também é reportado por Badawi et al., 2011 com diferentes sistemas
de dispersdes sélidas de ITZ (itraconazol). Plu (pluronic), Eud (eudragit). Apresentando picos
de 166,2°C para ITZ, picos de 164,2°C para formulacdo ITZ + PLU 68 (1:1) sendo este pico
reduzido e deslocado, picos de 153,06°C para formulacdo de ITZ + PLU 68 (1:3) apresentando
um pico fraco e deslocado, pico de 163,29°C para a formulacdo ITZ+PLU 127 fraco e
deslocado e pico de 156,83°C para a formulacéo de ITZ+PLU 127 (1:3) fraco e deslocado. Os
resultados de Difracdo de Raio X foram iguais com Pluronic F-68 e Pluronic F-127. Porém s
foram apresentados com Pluronic F-127.

A grande reducdo da intensidade do ITZ (itraconazol) endotérmico com o aumento da
concentracdo de Pluronic poderia ser atribuido a reducdo na cristalinidade e/ou dissolucéo
progressiva e completa da cristalinidade remanescente do ITZ (itraconazol) no Pluronic a
temperatura abaixo de seu ponto de fusdo durante o aquecimento no DSC. Isto foi confirmado
utilizando o XRD que a dispersao sélida contendo baixa e alta proporcdo de Pluronic possui
graus comparaveis da cristalinidade do ITZ.

O deslocamento na posi¢do do endoterma a temperaturas menores que o ponto de fuséo
do ITZ poderia ser explicado com base na formacdo de misturas eutéticas entre 0 ITZ e 0
Pluronic 68 ou 127. (Badawi et al., 2011).

As figuras de DSC mostram que Pluronic F68 produz um pico agudo endotérmico a
53.9°C (Figura 11a). Formulacdo de P-MAPA como co-evaporado binario com Pluronic F68
reduz completamente 0 Tm a ~120°C de seu pico endotérmico (Figura 11b). Este
comportamento pode ser explicado com base na formacdo de uma mistura eutética entre o
farmaco e Pluronic F68. Explicacdo similar foi dada entre o lipofilico ABT-963 com Pluronic
F68 (Zhang et al., 2004). Este efeito sugere que no aquecimento da mistura fisica no DSC, o
farmaco interage progressivamente com Pluronic que funde a temperaturas mais baixa.
Sugestdo similar foi registrada para a interacdo de nifedipina com Pluronic. (Vippagunta et al.,
2002)

E sabido que o Pluronic em solugdo aquosa em concentra¢es acima da concentragdo
micelar critica (CMC) (Pluronic F68, 24-32 mg/mL) (Moghimi et al., 2004), formam micelas
de tamanho que variam de 10 nm a 100 nm e que podem ser utilizadas para solubilizar e

melhorar o tempo de circulagdo de farmacos em nanomedicina (Liu et al., 2011). As micelas de
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Pluronic consistem em blocos hidrofébicos que funcionam como carreadores de varios
compostos, principalmente farmacos insollveis em agua (Batrakova & Kabanov, 2008).
Entretanto, em nosso caso foram utilizadas as concentracdes de 1,5% de Pluronic (15
mg/mL) e 3% (30 mg/mL). No primeiro caso ndo teria micelas e no segundo sim. Entretanto,
ndo tivemos diferencgas tanto no DSC ou XRD, ja que estdo em estado sélido (Figura 9b, 9c,
Figura 12a, 12b). Contudo, atraves da anélise de XRD da mistura fisica de P-MAPA numa
proporcdo maior de P-MAPA em relacdo ao Pluronic F68 (8:2) foram observados 0s picos

caracteristicos do P-MAPA (Figura 14).
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Figura 15: Difratograma da mistura fisica de P-MAPA tamanho micrométrico com Pluronic F68 (8:2).

Zhirnov et al. (2005) afirmaram que a interagdo Pluronic/célula também pode ser
dependente do tipo de célula em estudo e essa distin¢cdo pode ser atribuida pela diferenca na
composicdo entre as membranas celulares. Os estudos de Kier (1990) e Sherbet (1989)
demonstraram que membranas de células tumorais com alto potencial metastatico tendem a

apresentar uma menor proporc¢do colesterol/fosfolipidio, o que altera a microviscosidade da



53

membrana, tornando os componentes lipidicos mais méveis o que auxilia na formagéo de uma
cavidade suficiente para acomodar uma cadeia de Pluronic.

Moghimi et al. (2004) também destaca a necessidade de se explorar a hipotese de que
elevados indices lipoproteicos nas membranas celulares podem promover protecdo e
complementar a ativacgao do pluronic F68 (Blunk et al., 1993).

Através dos dados de Raio X de Difracdo e Calorimetria Diferencial de Varredura,
observou-se que a preparacdo das misturas em proporcGes menores de Pluronic F-68 diminuiu
e deslocou os sinais referentes ao pluronic. Logo a explicacdo mais viavel seria que a mistura
fisica utilizada nesse estudo (ja que ndo é dissolucédo) estd se formando em misturas eutéticas
entre 0 P-MAPA e o Pluronic F-68 durante o aquecimento até a sua completa transformacao

amorfa.

3.3 Comparacao das formulagdes de P-MAPA com Quitosana atraveés das
analises de Difracdo de Raio X (XRD), Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC)

Os resultados de DSC indicaram que ndo ha interacao entre 0 P-MAPA e a quitosana
usados na formulacdo, logo sugerindo que a formulacdo poderia ser estavel. A auséncia do
termograma para o P-MAPA na nanoparticula carreando o farmaco indica que o P-MAPA esta
disperso na matriz do polimero como uma solucdo sélida. Resultados similares foram
observados na interacdo de famotidina e quitosana (Ramachandran et al., 2011).

Os difratogramas de quitosana apresentaram valores de 26 de 11,7° e 20,2° o que esta
dentro dos valores da literatura (Govidan et al., 2012) (Figura 15a). Os picos observados para
P-MAPA mostram a caracteristicas cristalinas deste composto. Entretanto, na presenca de
quitosana os picos do P-MAPA mudam significativamente na regido dos picos da quitosana
(Figura 15b,c). Isto mostra em certa medida, que as particulas estdo dispersas a um nivel
molecular na matriz de quitosana, ja que ndo ha indicacdo clara da cristalinidade do P-MAPA
nas nanoparticulas carregando P-MAPA. Logo esta observacao esta de acordo com os dados

observados pelo DSC (Figura 16a, b e c).
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Figura 15: Difratograma da Quitosana Polymar (a), da formulacdo P-MAPA micrométrico
com quitosana (b) e da formulacdo de P-MAPA nanonizado com quitosana (c).
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Figura 16: Termograma (DSC) da Quitosana Polymar (a), da formula¢do P-MAPA micro com
quitosana (b) e da formulacdo de P-MAPA nanonizado com quitosana (c).
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4. Concluséao

O presente projeto obteve sucesso ao desenvolver uma formulagdo nanométrica para o
P-MAPA (lead compound) utilizando Pluronic como estabilizante, este foi efetivo para proteger
0 produto contra alteracGes ou perdas pela variagdo do pH urinario sendo que esta condigédo
normalmente é observada em situagdes de CBNMI.

A alta da concentragdo de Pluronic mascarou os sinais do P-MAPA nos refratogramas
e 0s termogramas, porém a preparacao das misturas em proporcdes menores de Pluronic F-68
diminuiu e deslocou os sinais referentes ao Pluronic F68 dando indicios de que esta mistura
fisica estd se formando em misturas eutéticas entre o P-MAPA e o Pluronic F-68.

Os resultados de DSC com quitosana indicaram que ndo ha interacdo entre o P-MAPA
e a quitosana indicando que esta formulacdo poderia ser estavel, nos difratogramas das
formulagBGes com quitosana os picos do P-MAPA mudaram significativamente na regido dos
picos da quitosana indicando que as particulas estdo dispersas a um nivel molecular na matriz
de quitosana.

A utilizacdo da quitosana como estabilizante para nanonizagdo de produtos destinados
ao tratamento intravesical de cancer de bexiga ndo € recomendada, devido estabilidade da
molécula de quitosana em relacdo a influéncia adversa do pH, o que permite sugerir o abandono
da quitosana como estabilizante para esta utilizacdo especifica ou ainda a necessidade de
desenvolvimento de outras formulacGes que possam proteger a quitosana da influéncia do
elevado pH urindrio em um microambiente tumoral.

Com estes resultados podemos afirmar que o estabilizante pluronic F68 apresentou-se
mais estavel em relacdo a variacdo de pH comparando-se com a quitosana, pois observou-se
gue o tamanho das particulas do P-MAPA ndo foi alterado em pH basico, onde o mesmo
permaneceu em escala nanomeétrica. Fato este que favorece tratamento, pois auséncia de
alteracdo na estrutura do estabilizante (Pluronic F68) garante que sua superficie de contato
permaneca inalterada proporcionando uma melhor capacidade de adsorcdo ao urotélio vesical
e, consequentemente, maior efetividade no tratamento do CBNMI quando comparado a
imunoterapia com BCG.

Portanto, o presente estudo mostrou que o Pluronic pode ser indicado como um
estabilizante factivel também para o desenvolvimento de compostos nanonizados para o

tratamento intravesical de cancer de bexiga, incluindo o P-MAPA.
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4.2 Capitulo 2

P-MAPA e o carcinoma de bexiga urinaria ndo musculo invasivo (CBNMI):
Mecanismos de reparo de leséo, EROS e angiogénese

RESUMO

Segundo a Sociedade Americana do Cancer o carcinoma da bexiga urinaria (CB) é a
segunda doenca maligna mais comum do trato urinario nos Estados Unidos e, atualmente o
tratamento mais eficaz para esta doenca € a imunoterapia com BCG (Bacillus Calmette-Guerin)
que, entretanto, ocasiona efeitos colaterais de intensidades variadas e apresenta altas taxas de
recorréncia. Desta forma, o desenvolvimento de novas moléculas que reduzam as taxas de
recorréncia, os efeitos colaterais e a progressdo tumoral é muito relevante. Diante deste cenario
destaca-se o imunomodulador P-MAPA abrindo uma nova perspectiva para 0 combate do
CBNMI. Assim, 0s objetivos principais deste estudo foram comparar os efeitos
histopatolégicos e moleculares do imunomodulador P-MAPA nanonizado e estabilizado com
quitosana e pluronic com a imunoterapia com BCG no tratamento da progressdo do CBNMI
induzido em ratos. Para a avaliacdo da atividade antitumoral do P-MAPA comparada com BCG
utilizou-se 35 ratas da linhagem Fischer 344. Desses animais, 30 foram submetidos a indugéo
quimica do CBNMI através da instilacdo intravesical de 1,5 mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia
(MNU) e os outros 5 animais foram considerados como Grupo (controle) e receberam solucao
fisiolégica. Duas semanas ap0s a ultima dose de MNU, dividiu-se 0s animais em 6 grupos a
saber, grupo cancer (MNU) animais que foram submetidos a instilacdo intravesical de MNU e
receberam solucio fisioldgica, grupo MNU+BCG, animais que foram tratados com BCG 10°
UFC (40 mg), Grupo MNU+P-MAPA-Micro Pluronic, animais que foram tratados com uma
dose de 1mg/mL de P-MAPA disperso em solucdo aquosa de Pluronic F68 (5% m/v), grupo
MNU+P-MAPA-Micro Quitosana, animais que foram tratados com uma dose de 1mg/mL de
P-MAPA disperso em solucdo aquosa de Quitosana (1,33%); grupo MNU+P-MAPA-Nano
Pluronic, animais que foram tratados com uma dose de 1mg/mL de P-MAPA nanonizado
disperso em solucdo aquosa de Pluronic F68 e grupo MNU+P-MAPA-Nano Quitosana, animais
que foram tratados com uma dose de 1mg/mL de P-MAPA nanonizado disperso em solucéo
aquosa de Quitosana. Todos os tratamentos foram administrados por via intravesical por 6
semanas consecutivas. Apos o tratamento, todas as bexigas foram coletadas e submetidas as
analises histopatologicas e Western Blotting. O presente estudo comprovou gue a utiliza¢do do
Pluronic como estabilizante para o desenvolvimento de formulag¢6es de compostos terapéuticos
para o tratamento intravesical de cancer de bexiga mostrou-se eficiente em proteger o produto
contra alteragbes ou perdas pela variagdo do pH urinario. Ainda, nossos resultados
demonstraram que as formula¢bes com P-MAPA nano Pluronic e P-MAPA micro Pluronic
promoveram ativacdo equivalente do sistema imune inato e adaptativo mediada pelos
receptores Toll-like 2 e 4 em relagdo ao BCG. Assim, o P-MAPA nanonizado na presenca de
pluronic é um potencial candidato para o tratamento do CBNMI.

Palavras-chave: cancer de bexiga, P-MAPA, imunomoterapia, receptores TLR, interferons.
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1. Introducéao

1.1 Arquitetura Urotelial e Carcinoma de Bexiga Urinaria

Segundo a Sociedade Americana do Cancer o carcinoma da bexiga urinaria (CB) é a
segunda doencga maligna mais comum do trato urinario nos Estados Unidos. O cancer de
bexiga € uma doenca que envolve o urotélio que é caracterizado por um epitélio transicional
composto por uma camada de células superficiais (ou em guarda-chuva, altamente
diferenciadas), intermediarias e basais (Kroft e Oyasu, 1994). As células superficiais
expressam quatro grandes proteinas integrais de membrana, as uroplaquinas (UP) as quais séo
denominadas: UPla (27 kDa), UPIb (28 kDa), UPII (15 kDa) and UPllla (47 kDa) (Wu et al.,
1990) estas, constituem as placas uroteliais (Zupancic et al., 2011).

Na membrana plasmatica apical, as placas uroteliais formam microplacas que
contribuem para a funcionalidade da barreira sangue-urina (Zupancic et al., 2011). O fato de
que as UP sdo os produtos principais da diferenciacdo urotelial implica que elas seriam
reguladas durante a citodiferenciacéo, transformacao e carcinogénese urotelial (Zupanci¢ et
al., 2011). Ogawa et al. (1999) demonstraram em ratos com carcinoma urotelial induzido com
N butil-N-(4-hidroxibutil) nitrosamina (BBN) que a expressao de UP foi reduzida nas células
superficiais.

Outra estrutura muito importante é o desmossomo, que é a maior juncdo adesiva
intercelular do urotélio, sendo composto por moléculas de adesdo celular da familia das
caderinas conhecidas por desmocolinas (DSC) e desmogleinas (DSG) (Hayashi et al., 2011).
Existem quatro subtipos de DSG (DSG 1, DSG2, DSG3, DSG4) e trés de DSC (DSC 1, DSC
2, DSC3), que diferem entre si em relacdo a sua reatividade imunoldgica e pela sua distribuicéo
diferencial em tipos celulares ou tecidos distintos.

Estudos imunohistoquimicos indicaram que todos os epitélios escamosos nao-
cancerosos e 61-98% dos carcinomas escamosos da cavidade oral, eséfago, pele e pulmao
foram positivos para varias isoformas desmossomais (Hayashi et al., 2011). Ainda, ndo ha
estudos imunohistoquimicos e moleculares que correlacionam a expressdo das diferentes

isoformas desmossomais na progressao e diferenciacdo do carcinoma da bexiga urinaria (CB).
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1.2 — Carcinoma de Bexiga Urinaria: Espécies Reativas de Oxigénio,
Angiogénese e Vias de Sinalizacdo p53, Receptores Toll Like (TLR) e NF-
kB

A incidéncia de doencas relacionadas a processos cancerigenos no organismo
envolvendo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) vem merecendo especial
atencdo nos ultimos anos (Ichimura et al., 2004; Bayraktar et al., 2010). EROs ou radicais livres
(RLs) s@o moléculas altamente instaveis e reativas que possuem um elétron ndo-pareado no
orbital mais externo (Elsbach e Weiss, 1983). Essa configuracdo eletroquimica permite a
interacdo com macromoléculas biol6égicas podendo causar alteragdes nos componentes
celulares: proteina, DNA e lipidio (Brown-Borg et al., 1999). Dentre as espécies radicalares
causadoras de danos a célula tem-se: anion superoxido (O2’), peréxido de hidrogénio (H202)
e radical hidroxila (OH®).

EROs sdo consideradas carcindgenos efetivos podendo participar da iniciacao,
progressdo e metastase das neoplasias (Eblin et al., 2008). Elevadas quantidades de H>O> sdo
produzidas e excretadas pelas células tumorais, confirmando sua importancia na propagacao e
invasdo tumorais. As enzimas NADPH oxidases (NOX) séo as principais fontes de EROs
celular (Segal & Shatwell, 1997; Shimada et al., 2011). A reducdo do oxigénio molecular
dependente da NOX é responsavel por gerar EROs na célula, na forma de Oz, 0 qual é
dismutado para formar H»O» (Khandrika et al., 2009; Shimada et al., 2011). Estudos
demonstraram que baixos niveis de EROs geradas por NOX podem atuar como mediadores da
inflamacgdo, apoptose, proliferacdo celular e angiogénese em varios canceres humanos
(Shimada et al., 2011).

Em 2009 Shimada e colaboradores identificaram que a geracdo de H20, por NOX1
aumentou a resisténcia a apoptose de células uroteliais cancerosas humanas tanto in vitro quanto
in vivo, e concluiram que a geracdo de EROs através de NOX1 desempenhou um importante
papel na progressdo do CB, mas nédo nas etapas iniciais da carcinogénese ou sobrevivéncia da
célula cancerosa urotelial. Também, Shimada et al. (2011) demonstraram que NOX4 foi
responsavel pela manutencdo de EROs intracelular tanto nos carcinomas uroteliais nao-
musculo invasivos de baixo e alto graus como nos tumores musculo-invasivos, demonstrando
gue NOX4 esta envolvida desde as etapas iniciais da carcinogénese urotelial até o
desenvolvimento da doenga muasculo-invasiva.

EROs aumentam nas células tumorais a producdo de fatores angiogénicos, como a

interleucina 8 (IL-8) e o fator de crescimento do endoteélio vascular (VEGF), e a secrecéo de
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metaloproteinase da matriz 2 (MMP-2), uma gelatinase que auxilia o crescimento de vasos
sanguineos no interior do microambiente tumoral (Brown e Bicknell, 2001).

A angiogénese é definida como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir
de vasos preexistentes e possui um papel importante no crescimento e desenvolvimento,
cicatrizacdo de feridas e na tumorigénese (Shibuya e Claesson-Welsh, 2006). O VEGF estimula
todos os aspectos da funcdo endotelial como proliferacdo, migracdo e producdo de 6xido
(Waltenberger, 2009). Além disso, a acdo do VEGF protege o endotélio da apoptose
(Waltenberger, 2009).

Além do papel das EROs, é importante avaliar o microambiente tumoral que, é
caracterizado por uma flutuacdo de hipdxia e privacdo de nutrientes, os quais levam ao aumento
das adaptacOes de clones genéticos e epigenéticos, bem como ao aumento da invasividade e
metastase (Semenza, 2003; Kimbro e Simons, 2006). Por sua vez, essas adaptacfes hipdxicas
conferem aos tumores maior resisténcia as terapias atuais (Semenza, 2003; Kimbro e Simons,
2006). Parte desta adaptacéo é a regulacao de genes em resposta a hipoxia. Muitos destes genes
sdo regulados pelo fator indutor de hipdxia (HIF-1) (Semenza, 2003; Kimbro e Simons, 2006).

Porém um potente inibidor direto enddgeno da angiogénese é a endostatina, a qual
induz apoptose tanto nas células endoteliais vasculares quanto nas tumorais (O'Reilly et al.
1997; Schmidt et al., 2004). E, portanto, uma potente substancia antitumoral, que exerce seus
efeitos através da inibicdo da vascularizacdo e do suprimento sanguineo nos tecidos neoplasicos
(O'Reilly et al., 1997).

Outro fator importante na progressao do CB, é o fator de transcricdo eritroide 2p45
(NF-E2), relacionado ao fator 2 (Nrf2) medeia a expressdo de enzimas de protecdo através do
elemento de resposta antioxidante (ARE) em diferentes tipos de canceres (Slocum e Kensler,
2011). lida et al. (2004) demonstraram que o Nrf2 desempenha um importante papel na
detoxicacdo de agentes cancerigenos derivados metabolicamente a partir de um composto N-
nitroso, o qual é encontrado no cigarro de tabaco. Esses mesmos autores demonstraram que a
incidéncia de CB induzido quimicamente foi mais elevada em camundongos deficientes para
Nrf2 quando comparada com camundongos nao deficientes para esse fator. Estudos de Slocum
e Kensler (2011) demonstraram que o Nrf2 e varios dos seus genes alvo foram
significativamente infraregulados no CB e como resultado, as células uroteliais foram expostas
continuamente ao estresse oxidativo, com consequente progressao para a doenga musculo-
invasiva.

O potencial dos carcindgenos quimicos no CB pode ser modulado pela via do Nrf2

através de um efeito sinergico com p53 (lida et al., 2007). A proteina p53 desempenha um papel
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fundamental na regulacéo do ciclo celular normal e apoptose (Erill et al, 2004). As alteracoes
da proteina p53 levam a perda de sua funcdo de supressdo tumoral (Erill et al, 2004). lida et al.
(2007) demonstraram que camundongos deficientes para Nrf2 juntamente com mutacdo em um
unico alelo para p53, quando induzidos quimicamente para o CB, apresentaram incidéncia
significativamente maior de CB do que camundongos com apenas um tipo de deficiéncia
(deficiéncia para Nrf2 ou deficiéncia para p53). Tal fato demonstra a natureza cooperativa entre
Nrf2 e p53 na defesa contra insultos cancerigenos, atuando como um mecanismo de dupla
defesa (Wakabayashi et al., 2010; You et al. 2011). Assim, a interacdo entre Nrf2 e p53 com as
enzimas antioxidantes e EROs necessita de maiores elucidagdes.

Estudos de sequéncias promotoras de resposta ao gene p53 sugerem um papel geral
desse como regulador dos danos ao DNA e no controle da expressdo génica dos Receptores
Toll-Like (TLRs) (Menendez et al., 2011). A maioria dos genes TLR responde ao p53 por via
candnica, bem como pelos sitios promotores de ligagdo ndo candnicos (Menendez et al., 2011).
Os TLRs pertencem a uma familia de receptores transmembrana que reconhecem padrdes
moleculares associados a patdgenos (Galli et al., 2010; Kumar et al.,2011). Também, os TLRs
tém um papel fundamental na reparacdo tecidual e lesdo tecidual induzida por inflamagéo
(Akira e Takeda, 2004; Galli et al., 2010), os quais podem interferir na proliferacdo do cancer
e angiogénese por um mecanismo ainda ndo completamente compreendido (Grote et al., 2011).

Muitos dos efeitos conhecidos da sinalizacdo dos TLRs ocorrem através da
translocacéo do fator de transcrigdo nuclear kB (NF-«kB) e subsequente produgao de moléculas
inflamatdrias e moléculas para sobrevivéncia celular, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-0) e interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (Akira e Takeda, 2004; Galli et al., 2010).

A administracdo de agonistas dos TLRs exerceu fortes efeitos antineoplasicos contra
tumores desenvolvidos em camundongos e humanos (Rakoff-Medzhitov e Nahoum, 2009). Os
TLRs podem causar regressdo tumoral por duas maneiras: em primeiro lugar, através da
alteracdo do microambiente tumoral e inibicdo da angiogénese e, segundo, recrutando
leucdcitos, os quais determinam a lise das células tumorais pelas células natural killer (NK) e
células T citotoxicas (Rakoff-Medzhitov e Nahoum, 2009; Grote et al., 2011). Assim, um dos
efeitos mais promissores da estimulagdo dos TLRs por agonistas especificos na terapia do
cancer € a ativacdo do sistema imune adaptativo (Krieg, 2007; Paone et al, 2008; Galli et al.,
2010).

A via de sinalizagcdo do NF-kB desempenha um papel importante nas respostas ao
cancer e inflamagdo (Meng et al., 2010). A ampla distribuigdo dos sitios de ligacdo do NF-xB

no genoma permite regular um vasto ndmero de genes e participar em processos celulares
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fundamentais, tais como apoptose, proliferacdo e diferenciacdo (Pham et al., 2004; Luo et al.,
2005). O NF-xB responde a varias moléculas, como IL-1, TNF-a, citocromo P450, melatonina
e metaloproteinases de matriz (MMPs) (Pham et al., 2004; Luo et al., 2005). Meng et al. (2010)
demonstraram que 0 aumento da atividade do NF-kp em células tumorais resultou no aumento

das enzimas antioxidantes, o que conferiu resisténcia ao estresse oxidativo.

1.3 Inducgéo quimica do Carcinoma de Bexiga Urinaria

Alteracdes neoplasicas podem ser iniciadas na bexiga urinaria de camundongos e ratos
no periodo de algumas semanas de tratamento com doses baixas de carcindgenos quimicos
(Reis et al., 2009) gue séo instilados diretamente na bexiga dos animais (Crallan et al., 2006).
Em 1972, Hicks e Wakefield utilizaram 4 doses de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) para rapida
inducdo de CB em ratos, demonstrando que este é um carcindégeno completo.

O MNU pode atuar como iniciador e promotor da neoplasia podendo causar persistente
metilacdo do DNA (Steinberg et al., 1990). Além disso, 0 MNU € o Unico carcin6geno
conhecido por agir diretamente sobre o urotélio, sem necessidade de ativacdo metabolica
(Steinberg et al., 1990). Posteriormente, este modelo foi modificado e reproduziu tumores de
bexiga que sdo clinicamente observados em humanos, o0s quais tiveram origem exclusiva no
urotélio, foram espontaneos e ndo-implantados e histologicamente equivalentes ao carcinoma
de células transicionais, sendo portanto, um importante modelo para o estudo do CB (Perabo et
al., 2005; Reis et al., 2010).
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2. Materiais e métodos

2.1 Avaliacéo e comparacdo da atividade antitumoral in vivo dos nanocristais
de P-MAPA com a imunoterapia com BCG

2.1.1 Protocolo de Inducdo do CBNMI

Foram utilizadas 35 ratas da linhagem Fischer 344, na faixa etaria de 7 semanas, pesando
em média 150 gramas, obtidas no Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas
(CEMIB/UNICAMP). Para a realizacdo dos experimentos o protocolo seguiu rigorosamente 0s
principios éticos em pesquisa animal (CEUA/ UNICAMP — Protocolo nimero 2684-1).

Para a inducdo de CBNMI utilizou-se N-metil-N-nitrosouréia (MNU) diluido em
solucdo de citrato de sdédio e, administrado por via intravesical (Favaro et al., 2012). 30 animais
foram anestesiados com Cloridrato de Xilazina 2% (5mg/kg i.m.; Koénig, Séo Paulo, Brasil) e
Cloridrato de Cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, lowa, EUA), mantidos nesse estado
por 45 minutos para evitar miccao espontanea e instilada uma dose de 1,5 mg/kg de N-metil-N-
nitrosouréia (MNU - Sigma, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em 0,3 mL de citrato de sodio
(1M pH 6,0) a cada 15 dias (semana 0, 2, 4, 6), totalizando 4 doses (Favaro et al., 2012). Para
os procedimentos de inducdo utilizou-se cabine de seguranca classe 11 A2 (The Baker Company,
Sanford, ME, EUA). Os outros 5 animais que ndo receberam MNU foram considerados como
Grupo 1: Grupo Controle (CT): recebeu uma dose intravesical de 0,3 mL de solucao
fisiologica 0,9% por 6 semanas consecutivas (Favaro et al., 2012). Duas semanas ap6s a indugéo
com MNU, os animais foram divididos em 6 grupos (5 animais por grupo): Grupo 2: Cancer

(MNU): recebeu uma dose intravesical de 0,3 mL de solucéo fisioldgica 0,9% por 6 semanas
consecutivas (Favaro et al., 2012);.Grupo_3: MNU+BCG (BCG): recebeu uma dose
intravesical de 10 UFC — 40 mg de BCG (Fundagcao Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil)

diluidaem 0,3 mL de solucdo fisioldgica 0,9% por 6 semanas consecutivas (Favaro et al., 2012);
Grupo 4: MNU+P-MAPA-Micro Pluronic (UPLU): recebeu uma dose intravesical de 0,2 mg

de P-MAPA (Farmabrasilis, Sdo Paulo, Brasil) dissolvida em 0,2 mL (concentragcdo de
1mg/mL) de solugéo aquosa de Pluronic F68 (5% m/v) (Sigma-Aldrich, EUA) por 6 semanas
consecutivas; Grupo 5: MNU+P-MAPA- Micro_Quitosana (UQUI): recebeu uma dose

intravesical de 0,2 mg de P-MAPA (Farmabrasilis, Sdo Paulo, Brasil) dissolvida em 0,2 mL
(concentracdo de 1mg/mL) de solucdo aquosa de Quitosana (1,33%) (105 kDa / ~81%

acetilacdo, Polymar) por 6 semanas consecutivas; Grupo 6: MNU+P-MAPA-Nano Pluronic
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(nPLU): recebeu uma dose intravesical de 0,2 mg de P-MAPA nanonizado dissolvida em 0,2
mL (concentragdo de 1mg/mL) de solucdo aquosa de Pluronic F68 (5% m/v) por 6 semanas
consecutivas; Grupo 7: MNU+P-MAPA-Nano Quitosana (nQUI): recebeu uma dose
intravesical de 0,2 mg de P-MAPA nanonizado dissolvida em 0,2 mL (concentracdo de
1mg/mL) de solucdo aquosa de Quitosana (1,33%) por 6 semanas consecutivas (Figura 1).

As doses intravesicais nos diferentes grupos experimentais foram instiladas via cateter

flexivel 20 gauge (Abocath, Sdo Paulo, Brasil). Os animais de todos 0s grupos experimentais
receberam agua e a mesma dieta solida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Apos 14
semanas de experimento, 0s animais foram eutanasiados e as bexigas urinarias coletadas e
submetidas as analises histopatoldgicas e moleculares.
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Figura 1. Esquema de indug&o e tratamento dos animais.
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2.1.2 Analises Histopatoldgicas

Amostras da bexiga urinéria de todos os animais de cada grupo foram coletadas,
fixadas em solucdo de Bouin por doze horas e inclusas em polimeros pléasticos (Paraplast Plus,
ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados no micrétomo rotativo
Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha) com espessura de 5 pm, corados em
Hematoxilina-Eosina e fotografados no fotomicroscépio Nikon Eclipse Ni-U (Nikon, Toquio,
Japéo) equipado com camera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Toquio, Japdo). As lesGes uroteliais foram
classificadas conforme o estadiamento proposto pelo consenso da Organizagdo Mundial da

Saude/Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (Epstein et al., 1998).

2.1.3 Avaliacéo da atividade anticarcinogénica in vitro do Pluronic F68

A atividade antiproliferativa foi avaliada utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B
(SBR) para avaliagéo do crescimento celular (Monks et al., 1991). Foram empregadas nove
linhagens de células tumorais humanas (Tabela 1). Estas linhagens foram cedidas pelo NCI
(National Cancer Institute, EUA) e sdo mantidas no laboratdrio de cultura de células em frascos
de 25 cm® (Nunc®), com 5 mL de meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Gibco®)
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e incubadas a 37°C em atmosfera

Umida com 5% de COs..
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Tabela 1- Linhagens celulares empregadas na avaliacdo de atividade antiproliferativa.

Linhagem Orgéo/Doenca Morfologia
MCF-7 Mama; adecarcinoma Epitelial
NCI-ADR/RES * Ovario; adenocarcinoma Epitelial
786-0 Rim; adenocarcinoma Epitelial
NCI-H460 Pulmao; carcinoma tipo ndo pequenas células Epitelial
PC-3 Prostata; adenocarcinoma Epitelial
OVCAR-3 Ovério; adenocarcinoma Epitelial
HT-29 Colon; adenocarcinoma Epitelial
K562 Medula 6ssea; Leucemia Linfoblastica
U251

* esta linhagem apresenta resisténcia a maltiplos farmacos.

Foram inoculados 100 pL/compartimento, em placas de 96 compartimentos (Nunc®),
de uma suspensdo com densidade de inoculacdo entre 3x10* e 6,5x10* cel/mL em meio
RPMI/SFB acrescido de 50 pg/mL de gentamicina (Schering Plus®). Ap6s 24h de incubacéo a
37°C em atmosfera umida com 5% de CO., foram adicionados 100 pL/compartimento da
amostra a ser testada em quatro concentragdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 pg/mL) (Figura
2).

Para o preparo das amostras, uma aliquota de 10 mg de cada amostra foi dissolvida em
100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, 50 pL dessa solucdo-mae foram dispersos
em 950 pL de meio RPMI/5% SFB, para o preparo da solugdo de trabalho. Esta foi entdo diluida
sucessivamente, em meio de cultura, para o preparo das concentracdes finais de 0,25; 2,5; 25 e
250 pg/mL. A concentracdo final de DMSO néo interferiu no crescimento celular.

As amostras foram adicionadas as placas. Neste momento, procedeu-se a fixacdo com
acido tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle chamada TO, que permitiu determinar qual
a quantidade de células no momento da adi¢cdo das amostras.

Ao final de 48h de incubac&o, as células foram fixadas com 50 pL/compartimento de
TCA a50% e as placas foram incubadas por 1 h a 4°C; a sequir, as placas foram lavadas quatro
vezes consecutivas com agua destilada para remocdo de residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios. Depois de secas completamente, a temperatura ambiente, as placas

foram coradas com 50 pL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvido em acido acetico 1%,
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e mantidas por 60 mim a 4°C; em seguida, foram lavadas, quatro vezes, com acido acético 1%
e secas & temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado as proteinas celulares foi
solubilizado com Trizma Base (Sigma®), 10 uM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica da
absorbancia foi realizada em 540 nm em leitor de microplacas.

Com os valores médios de absorbancia para cada concentracdo de cada amostra, a
porcentagem de crescimento (%C) foi calculada segundo as seguintes formulas:

Se T > T1 — estimulo de crescimento celular
Se T1 > T > To — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)]
Se T< To — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ To]
Onde:
T = média da absorbancia da célula tratada - absorbancia da amostra sem célula
T1 = absorbéncia do branco de células.

To = absorbancia do controle de células na placa To.
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2.1.4 Analises de Western Blotting para os fatores indutores e reparadores
de leséo celular (TLRs 2 e 4, Nrf2, TNF-a, NF-xB, IL-6, P53, IFN-y, MMP-
2, IRF3), balanco angiogénico e antiangiogénico (VEGF, HIF 1o e
Endostatina), proteinas de organizacao e distribuicdo estruturais do urotélio
(UP, DSC, DSG) e para as enzimas formadoras de EROs (NOX1 e NOX4)

Coletou-se amostras de bexiga urinaria de 5 animais de cada grupo experimental, estas
foram congeladas e, posteriormente, submetidas as analises por Western Blotting. As bexigas
urinarias foram homogeneizadas em tampdo de extracdo contendo, Triton-x-1%, NaCl 150
mM, Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM, Hepes 1 mM pH 7,6, PMSF 0,2 mM ¢ 10 uL/mL de
coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os extratos das bexigas
urinarias foram obtidos por centrifugacdo durante 20 minutos a 14000 rpm a 4°C. Uma aliquota
de cada amostra foi usada para determinacdo da concentracdo de proteinas, usando o
micrométodo de Bradford (Bradford, 1976). O correspondente a 70 ug de proteinas foi aplicado
no gel de SDS-poliacrilamida. Apoés a eletroforese, o material foi transferido eletricamente para
membranas de nitrocelulose (Ge Helthcare, Alemanha). As membranas foram blogueadas com
a utilizacdo de RapidBlock™ Solution 10X da Amresco® diluido em agua destilada por cinco
minutos e incubadas com os anticorpos primarios (Tabela 2). A B-Actina foi utilizado como
controle enddgeno (monoclonal mouse sc47778 Santa Cruz Biotechnology, EUA). Apos
lavagem com tampdo TBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas com o0s anticorpos
secundarios anti-rabbit, anti-mouse e anti goat HRP conjugados diluidos em BSA 1%. Apds
nova série de lavagens com TBS-T, a atividade peroxidasica foi revelada com o cromégeno
diaminobenzidina (DAB). A intensidade da marcagdo obtida nas diferentes situagOes foi
determinada por densitometria através do programa de analise de imagens NIHImageJ 1.47v

(National Institute of Health, EUA. Disponivel em: http://rsb.info.nih.gov/ij/).
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Tabela 2: Caracteristicas dos Anticorpos Primérios para Imunomarcacdo e Western Blotting.

Anticorpos Primarios Espécie hospedeira Cédigo Fonte
UP Camundongo (monoclonal) orb27370 Biorbyt, UK
DsC Coelho (policlonal) orb100705 Biorbyt, UK
DSG Coelho (policlonal) 0rb100292 Biorbyt, UK
NOX1 Coelho (policlonal) orh6469 Biorbyt, UK
NOX4 Coelho (monoclonal) orb 11151 Biorbyt, UK
TLR2 Coelho (policlonal) 25?51%" Abbiotec, EUA
TLR4 Coelho (policlonal) ABBI- Abbiotec, EUA
251111
Nrf2 Coelho (policlonal) sc722 Santa Cruz, EUA
TNF-o Cabra (policlonal) sc1350 Santa Cruz, EUA
NF-xB Coelho (policlonal) ab7970 Abcam, EUA
IRF3 Camundongo (monoclonal) sc376455 Santa Cruz, EUA
IL-6 Coelho (policlonal) 25?57?' Abbiotec, EUA
p53 Rabbit (policlonal) 56243 Santa Cruz, EUA
IFN-y Camundongo (monoclonal) 507802 Biolegend, EUA
MMP-2 Coelho (policlonal) orb18098 Biorbyt, UK
HIF Coelho (monoclonal) 25'?;35%" Abbiotec, EUA
VEGF Coelho (policlonal) orb10590 Biorbyt, UK
Endostatina Coelho (policlonal) orb10590 Biorbyt, UK

2.1.5 Analise do pH urinario

Amostras de urina (200 uL) foram coletadas da bexiga urinaria via cateter flexivel 20
gauge (Abocath, Sdo Paulo, Brasil) de todos os animais de cada grupo no momento da
eutanasia. Posteriormente, a urina de cada animal foi aplicada no parametro de pH numa urofita
reagente (Urofita 10 DLU, Prodimol Biotecnologia), seguindo as instru¢fes fornecidas pelo

fabricante.

2.1.6 Analises Estatisticas

Os parametros quantificados através das técnicas de Western Blotting foram
analisados estatisticamente para os diferentes grupos experimentais. Para a analise estatistica
foram empregados a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Tukey post hoc para
comparacédo entre médias. Todas as analises foram realizadas com nivel de significancia de 1%

e 5%. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Avaliacao e comparacao da atividade antitumoral in vivo dos micro e
nanocristais de P-MAPA estabilizados com Pluronic versus imunoterapia
com BCG

3.1.1 Analises Histopatoldgicas

O trato urinério do grupo CT ndo apresentou alteracfes estruturais (Figuras 3a, 3b;
Tabela3). O urotélio normal foi composto por 2 - 3 camadas, sendo: uma camada de células
basais, uma camada celular intermédia, e uma camada superficial ou apical composta por
células em guarda-chuva (Figuras 3a, 3b).

Em contraste, o trato urinario do grupo MNU apresentou drasticas alteragdes
histopatol6gicas, tais como: hidronefrose e hidroureter; carcinoma urotelial com invaséo da
lamina propria (pT1) (Figuras 3c,3d), carcinoma papilifero (pTa) e metaplasia escamosa foram
encontrados na bexiga urinaria em 80%, 20%, e 60% dos animais, respectivamente (Tabela 3).
O carcinoma papilifero (pTa) (Figuras 3e, 3f, 3m, 3n) foi caracterizado por extensas lesdes
papiliferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade, ndcleos
pleomorficos com nucléolos proeminentes e grandes nucleos hipercroméaticos. A metaplasia
escamosa foi caracterizada por grupos de células escamosas com queratiniza¢cdo e minimo
pleomorfismo nuclear (Figura 3m). O carcinoma urotelial com invaséo da lamina prépria (pT1)
(Figuras 3c, 3d, 3i, 3j) foi caracterizado por células neoplésicas agrupadas em pequenos grupos
ou corddes invadindo a ldmina préopria, numerosas figuras de mitose e células pleomérficas com
nacleos aumentados.

O carcinoma papilifero (pTa) (40%) (Figuras 3e, 3f), a neoplasia intraurotelial de
baixo grau (40%) e o carcinoma in situ (pTis) foram as alteracBGes histopatoldgicas mais
frequentes na bexiga urinaria do grupo BCG (Tabela 3). Além disso, o trato urinario do grupo
BCG apresentou marcantes alteracdes macroscopicas, tais como: lesdes cisticas nos rins,
hidroureter, espessamento e lesbes papiliferas na bexiga urinaria. A neoplasia intraurotelial de
baixo grau foi caracterizada por aumento do numero de camadas celulares no urotélio,
hipercromasia nuclear e displasia. O carcinoma in situ (pTis) foi caracterizado por uma
desordenada proliferacdo das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano, com
acentuadas atipias celulares caracterizadas por ndcleos volumosos, reducdo do citoplasma e

nucléolos multiplos e proeminentes.
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As caracteristicas macroscopicas do trato urinario do grupo pPLU foram semelhantes
as encontradas no grupo CT. Na bexiga urindria, o urotélio normal foi encontrado em 20% dos
animais (Tabela 3). As alteracdes histopatologicas mais frequentes no grupo pPLU foram:
hiperplasia plana (60%) (Figuras 3g, 3h) e hiperplasia papilifera (20%) (Tabela 3). As
hiperplasias planas e papiliferas foram caracterizadas por espessamento do urotélio e auséncia
de atipias citoldgicas (Figuras 3g, 3h).

O trato urinario do grupo pQUI apresentou drasticas alteracdes histopatoldgicas, tais
como: hidronefrose e hidroureter; carcinoma urotelial com invasdo da lamina propria (pT1)
(Figuras 3i, 3j), carcinoma papilifero (pTa), carcinoma in situ (pTis) e metaplasia escamosa
foram encontrados na bexiga urinéria em 40%, 40%, 20% e 40% dos animais, respectivamente
(Tabela 3).

A hiperplasia papilifera (60%) (Figuras 3k, 3l), a neoplasia intraurotelial de baixo
grau (20%) e a hiperplasia plana (20%) (Tabela 3) foram as alteracdes histopatologicas mais
frequentes na bexiga urinaria do grupo nPLU. Similarmente ao Grupo MNU, o grupo nQUI
apresentou drasticas alteracdes histopatoldgicas, destacando-se carcinoma papilifero (pTa)
(60%) (Figuras 3m, 3n; Tabela 3), carcinoma urotelial com invaséo da lamina prépria (pT1)
(40%) e metaplasia escamosa (60%) (Figura 3m; Tabela 3). Também, foram observadas
alteraces macroscopicas como hidronefrose e hidroureter.

A ocorréncia de calculos urinarios e hemataria macroscépica foram observadas nos

grupos MNU, BCG, pQUI e nQUI. Tais alteracdes foram ausentes nos grupos uPLU e nPLU.
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Tabela 3. Porcentagem de alteracdes histopatologicas na bexiga urinaria dos animais dos
grupos CT, MNU, BCG, pPLU, uQUI, nPLU e nQUI.
Grupos

Histopatologia | Grupo | Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
CT MNU BCG MPLU MQUI nPLU nQUI
(n=5) | (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)

Normal 05 - - 01 (20%) - - _
(100%)

Hiperplasia - - - 03 (60%) - 01 (20%) -
Plana

Hiperplasia - - - 01 (20%) - 03 (60%) -
Papilifera

Neoplasia - - 02 (40%) - - 01 (20%) -
Intraurotelial
Baixo Grau

Neoplasia - - 01 (20%) - 01 (20%) - -
Intraurotelial
Alto Grau —
Carcinoma in

situ (pTis)

Carcinoma - 01 02 (40%) - 02 (40%) - 03 (60%)
Papilifero (pTa) (20%)

Carcinoma - 04 - - 02 (40%) - 02 (40%)
Urotelial com (80%)
Invasdo da
Lamina Propria
(pT1)
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Figuras 3a — 3n: Fotomicrografias das alteracdes histopatoldgicas mais frequentes das
bexigas urinarias dos grupos CT (a, b), MNU (c, d), BCG (e, f), uPLU (g, h), pQUI (i, j),
nPLU (k, I) e nQUI (m, n). (a), (b) Urotélio normal composto por 2-3 camadas: uma camada
de células basais (cabeca de seta fechada), uma camada intermédia de células (seta), e
uma camada superficial ou apical composta por células em guarda-chuva (cabeca de seta
aberta). (c), (d) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1): células
neoplésicas dispostas em pequenos grupos (setas) invadindo a lamina propria. (e), (f)
Carcinoma papilifero (pTa) caracterizado por extensas lesdes papiliferas e células uroteliais
com arranjo desordenado e com perda da polaridade; numerosas figuras de mitose (setas).
(9), (h) Hiperplasia plana (setas) caracterizada por espessamento do urotélio e auséncia de
atipias citologicas. (i), (j) Carcinoma urotelial com invasdo da lamina prépria (pT1): células
neoplasicas dispostas em pequenos grupos (setas) invadindo a lamina proépria. (k), ()
Hiperplasia papilifera caracterizada por espessamento do urotélio com papilomatose e
auséncia de atipias citologicas. (m), (n) Carcinoma papilifero (pTa) associado a metaplasia
escamosa (Ms) caracterizado por extensas lesbes papiliferas com intensas atipias
citoldgicas (setas) a - n: Lp — lamina propria, M - camada muscular, Ur - urotélio.



81

Os resultados histopatolégicos demonstraram tumor indiferenciado, caracterizando
carcinoma com invasdo da lamina propria (pT1), carcinoma papilifero (pTa) e metaplasia
escamosa no grupo MNU, demonstrando que o MNU foi efetivo na inducdo do CBNMI nesse
modelo animal. Nos animais submetidos a imunoterapia com BCG, as alteragdes
histopatoldgicas mais frequentes foram carcinoma papilifero (pTa), neoplasia intraurotelial de
baixo grau e carcinoma in situ (pTis). Contudo, os animais tratados com pPLU e nPLU
apresentaram melhor recuperacdo histopatoldgica do estado de cancer do que a observada no
grupo de animais tratados com BCG e P-MAPA estabilizado com Quitosana. Os animais dos
grupos pQUI e nQUI apresentaram alteragdes histopatolégicas similares ao grupo MNU, néo

evidenciando qualquer reducdo da progressao tumoral.

3.1.2 Analise do pH urinario

Através das analises de urina, observou-se que o ambiente apresentado pela bexiga
urinaria acometida por carcinoma apresentou pH basico com valores entre 8 e 9, sendo que na
bexiga dos animais do grupo controle os valores de pH foram acidos ficando entre 5 e 6.

O aumento do pH da urinano CBNMI pode ser explicado pelo comprometimento renal
(hidronefrose) detectado em todos os animais acometidos por essa neoplasia e isso ocasionou a
neutralizacdo da estrutura da formulacéo levando a agregacéo e precipitacdo do P-MAPA.

3.1.3 Avaliacdo e comparacéo da atividade antitumoral in vitro do Pluronic
F 68

Em relagdo a uma possivel atividade antitumoral do Pluronic F68 analisou-se que ndo
houve inibicdo do crescimento celular em todas as linhagens de células tumorais testadas, o que
nos da suporte para afirmar que o Pluronic F68 ndo esta interferindo nos nossos resultados de
atividade antitumoral do P-MAPA (Tabela 4 e Figura 4).
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Tabela 4. Valores de Glsp (inibicdo de 50% crescimento) do estabilizante pluronic em cultura
de células tumorais humanas (ug/mL).

NCI-
ADR- NCI- OVCAR-
U251 | MCF-7 RES 786-0 460 PC-3 3 HT-29 | K-562 | HaCat
Pluronic
F68 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 | >250
Pluronic
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Figura 4: Gréficos da atividade anticancer in vitro do pluronic F68 isolado em cultura de
células tumorais humanas, relacionando porcentagem de crescimento versus concentracdo dos
compostos. Ensaio da Sulforrodamina B ap6s 48 h de exposi¢éo.
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3.1.4 Andlises de Western Blotting e Imunohistoquimica para os fatores
indutores e reparadores de lesdo celular (TLRs 2 e 4, Nrf2, TNF-a, NF-kB,
IL-6, P53, IFN-y, MMP-2, IRF3), balanco angiogénico e antiangiogénico
(VEGF, HIF 10 e Endostatina), proteinas de organizacdo e distribuigdo
estruturais do urotélio (UP, DSC, DSG) e para as enzimas formadoras de
EROs (NOX1 e NOX4)

Atualmente o tratamento mais eficaz para o CB é a imunoterapia com BCG, porém €
sabido que esse tratamento provoca efeitos colaterais adversos e, dessa forma, torna-se de
grande importancia a elucidacédo e o aperfeicoamento desta imunoterapia para o tratamento do
CBNMI juntamente com a busca de novos agentes para a terapia intravesical. Dessa forma,
tratamentos alternativos utilizando imunomoduladores, como o uso do agregado polimérico
anidridico fosfolinoleato-palmitoleato de amonio e magnésio (P-MAPA) tém sido propostos
com resultados promissores (Duran e Nunes, 1990; Nunes e Duran, 2003).

Neste estudo, comecamos analisando as proteinas envolvidas na organizacao
estrutural do urotélio. Nessa vertente, é sabido que as UPs sdo proteinas transmembranares
sintetizadas especificamente em células uroteliais superficiais diferenciadas terminalmente,
as células em guarda-chuva (Zupancic, et al., 2011).

As UPs sdo os maiores componentes das unidades assimétricas de membrana (AUM)
(Ogawa et al., 1999). Em processos de tumorigénese a expressdo das UPs é reduzida.
Zupancic et al. (2011) associaram a reducdo da expressao de uroplaquina Il com um mal
prognostico em pacientes com carcinoma de bexiga urinaria em estagio avancado, dessa forma
as uroplaquinas sdo consideradas marcadores tumorais especificos para carcinomas de células
transicionais.

A manutencdo da expressao de UPIII pode indicar uma tentativa do tecido em remover
as células danificadas da populacdo em proliferacdo, e como tal pode ser considerado protetor
(Ogawa et al., 1999).

J4, 0 aumento das juncGes adesivas como os desmossomos (DSC e DSG) podem
indicar um mal progndstico, pois moléculas de adesdo podem regular a difusdo, migracdo
célula-célula e célula-matriz de adesdo, o que favorece processos angiogénicos. Portanto, a
inibicdo de adesdo celular pode ser um possivel mecanismo anti angiogénico (Weng et al.,
2014).

Vaérias proteinas integrantes das jungdes ja foram caracterizadas, porém é sabido que

alteracbes em algumas juncgbes podem contribuir na etiologia do processo de infecgédo
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bacteriana intestinal, cancer e metastase, doengas dermatoldgicas de origem autoimune e
outros.

Huang et al. (2013) verificam em carcinoma de células escamosas puro e carcinoma
urotelial com diferenciagdo escamosa uma intensa imunoreatividade para DSG-3, indicando
essa proteina como um importante biomarcador para a diferenciacdo escamosa.

Heijink et al. (2009) afirmam que as DSGs parecem ser altamente especificas para
carcinoma de celulas escamosas em varios Orgaos, porém a elucidacdo sobre o carcinoma
urotelial ainda é limitado. No entanto, é sabido que diferentes isoformas desmossomais podem
reduzir a adesdo célula-célula, sendo esta uma caracteristica de tumores malignos que
favorecem a formacdo de metéastases (Holthofer et. al., 2007). Também, Hayashi et al. (2011)
verificaram que a DSC 2 apresentou intensa imunorreatividade no carcinoma urotelial com
diferenciacéo escamosa.

Em relacdo a estas proteinas pertencentes ao urotélio, neste estudo observou-se uma
reducdo significativa nos niveis proteicos de DSC e DSG nos grupos experimentais BCG,
MPLU e nPLU (Figura 5).

Entretanto, em relacao a expressdo de UP 111 analisou-se um significativo aumento dos
niveis proteicos nos grupos de animais tratados com pPLU e nPLU em relagdo aos demais
grupos. Este dado ressalta a eficiéncia do P-MAPA em manter a funcionalidade da barreira

sangue urina o que permite a recuperacao tecidual do urotélio da bexiga urinaria.
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Figura 5: Representacdo do Western Blotting e determinagcdo semiquantitativa das proteinas
DSC, DSG e UPIII extraidas da bexiga urinaria dos animais dos grupos CT, MNU, BCG e
MPLU e nPLU. Os niveis proteicos foram identificados nos blotts. B-actina foi usada como
controle enddgeno. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 05)

Os resultados deste estudo corroboram com os resultados obtidos pelo grupo em 2012
(Favaro et al., 2012) em relacdo a melhora do perfil imunoldgicos dos animais, contudo a dose
foi reduzida 6,25 vezes e foram observados niveis protéicos significativamente maiores de
TLR2, TLR4, p53 (Figura 6), TNFa, IFNy ¢ IRF3 (Figura 7) nos grupos UPLU e nPLU em

relacdo ao grupo BCG, correlacionando com a regressao tumoral e caracterizando uma melhor
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atuacdo do P-MAPA em relacdo a inducdo da expressao de fatores reparadores de leséo (Favaro

et al., 2012), garantindo o funcionamento do sistema imune inato e adaptativo.
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Figura 6: Representacdo do Western Blotting e determinagdo semiquantitativa das proteinas
TLR2, TLR4 e P 53 extraidas da bexiga urinaria dos animais dos grupos CT, MNU, BCG e
MPLU e nPLU. Os niveis proteicos foram identificados nos blotts. B-actina foi usada como
controle enddgeno. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 05)

Dos reparadores de lesdo mais estudados estdo os TLRs estes compreendem uma
familia de moléculas que atuam como mediadores chave do sistema imune inato e adaptativo
também conhecidos como receptores de reconhecimento padrdo (PPR). Inicialmente

descoberto em Drosophila (Anderson et al, 1985), esses receptores tem a capacidade de detectar
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um vasto nimero de patdgenos como fungos, bactérias e virus além de outras moléculas que
possam causar algum dano nos tecidos, esse processo € chamado de reconhecimento de
patdgenos (Christmas, 2010; Kaska, 2013).

A sinalizacdo dos TLRS envolve uma série de proteinas e dentre eles podemos destacar
as proteinas quinases, tais como IRAKs (IL 1R associado a quinases) e as proteinas mitdgeno
quinases ativadas (MAPKS), ocorre também a ativacdo de uma série de proteinas chamadas de
citocinas estas, sdo segregadas da célula para recrutar e ativar outras células e, dessa forma
iniciar uma resposta imune mais ampla (Christmas, 2010).

Existem duas vias de sinalizacdo para a ativacdo desses receptores, a via classica ou
via Myd 88 (Fator de Diferenciagdo Miel6ide 88) dependente (via canbnica) que induz a
expressao de citocinas inflamatdrias através da ativacdo de NF-xB e a via MyD 88 independe
(via ndo candnica) que induz a expressao de interferons (IFN) tipo | através da ativacdo de
TRIF, e de outros fatores transcricionais envolvidos na imunodulagéo tais como IRF3 e ATF2/c
jun (Servant et al., 2002). Entretanto, na via MyD 88 independente pode ocorrer um desvio
levando a ativacdo de NF-kB e consequentemente de citocinas inflamatorias que podem
contribuir para a apoptose.

Estudos sugerem que a expressdo génica dos TLRs pode ser controlada pelo gene
supressor de tumor P 53 e respondem a este por via candnica e ndo canodnica (Menendez et al.,
2011).

O gene supressor de tumor P 53 orquestra a regulacdo transcricional dos elementos
que controlam o ciclo celular (Afsharimoghaddam et al., 2016; Neto e Epstein, 2009). Levine
(1997) ressalta que a perda de funcdo em P53 é bem conhecida por causar altera¢do no ciclo
celular em vias pré apoptoticas.

A mutacdo no gene p 53 representa a alteracdo genética mais comum em tumores
malignos, estando associadas ao aumento da sensibilidade e resisténcia a agentes que causam
danos ao DNA. (Fani et al., 1994; Fan et al., 1995; Levine, 1997). Hussain e Aktar (2013)
também corroboram tais afirmacdes associando as alteracbes em P53 intracelular com o
carcinoma in situ de alto grau e carcinoma musculo invasivo

Técnicas de Western Blotting tem sido eficientes na deteccdo de mutages em P53
nuclear, que e detectado em niveis elevados quando comparados com P53 selvagem (wild type),
que é rapidamente degradada, ausente ou presentes em niveis reduzidos. (Esrig et al., 1994)

Outra molécula importante para a sobrevivéncia celular é o fator de necrose tumoral

alfa (TNFa). Esta ¢ uma citocina inflamatdria que foi isolada de macrofagos ativados e células
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T em 1984 (Idriss et al., 2000) e desde entdo tem sido objeto de diversas pesquisas. (Pennica et
al., 1984; Phung et al., 2006; Durieux et al., 2015.

Como seu préprio nome diz, esta proteina tem a propriedade de induzir a rapida
regressdo de necrose em diversas formas de tumor. Através da ligacdo aos receptores de fator
de necrose I a citotoxicidade do TNF o acontece pela ativagdo de uma gama de proteinas que
incluem G-proteina, fatores de transcricdo, proteinas quinases, fosfolipases, proteinas
mitocondriais e caspases (ldriss et at., 2000).

A relagdo do TNF o com a produgdo de 6xido nitrico (NO) também ¢ observada, pois
o TNF «a induz a producao de 6xido nitrico sintase, que € a enzima que cataliza a rea¢do da L-
arginina responsavel pela producéo de 6xido nitrico (Idriss et al., 2000)

O NO é um radical livre, que pode causar dano ao DNA através da geracdo de
subprodutos toxicos. Um dos produtos derivados da reacdo de oxido nitrico € a nitrotirosina
que esté presente em niveis elevados em condicGes patoldgicas.

Idriss (2000) explica que esta citotoxicidade mediada por TNFa e NO pode ser
relacionada com a capacidade da célula tumoral em sofrer uma modificacdo no controle do
ciclo celular através da nitrotirosinacdo da tubulina que o impede que a mesma polimerize e
forme os microtubulos (Idriss, 2000).

Os microtubulos, existentes como heterodimeros poliméricos de subunidades de alfa
e beta tubulina, sdo componentes essenciais do citoesqueleto e desempenham um papel
importante em diversos processos do ciclo celular tais como divisdo celular. Esta estrutura é
essencial para a manutencao da viabilidade do ciclo celular (Phung, 2006).

Em sintese, o TNF o induz a produgdo de NO sintase que eleva os niveis de Ca* que,
por sua vez, causa a nitrosilagdo da o tubulina resultando na morte celular. Entretanto, os efeitos
necroticos do TNFa em células tumorais podem ser maiores na presenga de interferon (IFN).

O IFNy é uma citocina pleitrépica que atua como um importante modulador da
resposta imune, apresentando atividade anti-proliferativa, anti-tumoral e anti-viral (Song,
2008). IFNy induz a expressdo de NADPH oxidase e de iNOS em células mielGides. Por sua
vez, INOS, através da reacdo com arginina, gera NO e este tem acdo tumoricida e citostatica
(Tamaldge, 2014).

A arginina é um aminoacido utilizado como substrato pela arginase, que esta presente
em altas concentragbes no microambiente tumoral sendo assim, temos a competi¢do pelo
mesmo substrato por iNOS e arginase (Kursunel e Esendagli, 2016). O P MAPA apresenta
35,2% de arginina o que pode reduzir essa competicdo por substrato levando a um aumento

nos niveis de NO o que pode auxiliar na morte celular tumoral.
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Sabe-se também que um ilimitado nimero de aminoacidos essenciais como a L-
arginina e o L-triptofano podem garantir o bom funcionamento das células T (Kursunel e
Esendagli, 2016) melhorando a resposta imune. Estudos de Sikalidis (2015) indicam que as
reducdes desses aminoacidos tendem a reduzir a resposta das células T.

Dessa forma, o IFNy apresenta um papel complexo na carcinogénese podendo exercer
efeitos anti metabdlicos em uma ampla variedade de células tumorais e inibir a angiogénese
(Bromberg et al., (1996), Buard et al., (1998)).

Pages et. al. (2002) e colaboradores observaram clinicamente que a instilagdo
intravesical de IFNy inibe o crescimento do carcinoma de bexiga urinaria bem como sua
recorréncia, o que é corroborado por Giannopoulos et al. (2003).

A ativacdo de interferon se dé através de IRF 3 (Fator Regulador de Interferon) sendo
que esta € uma proteina de 55KDa presente em muitos tipos celulares. IRF 3 possui uma
estrutura C terminal altamente condensada envolvida na associagdo de proteina-proteina e
ativagdo de genes. Essa porgdo C terminal compreende um cluster com sitios fosfoaceptores e
uma vez fosforilado IRF 3 heterodimeriza e transloca-se para o ndcleo ativando proteinas como
o IFN v (Solis et al., 2006)

Ma (2003) ressalta que a expressao de IFNy pode estimular a expressao de macrofagos
que, por sua vez, podem aumentar a expressao de receptores Fcy (FcyR), iNOS, TRAIL,
moléculas de adesdo celular e producdo de IL 1, resultando na apoptose de células tumorais
(Wang, 2003).

Macrofagos estdo presentes em muitos tecidos e desempenham diversas funcGes
incluindo remodelagem de tecidos, inflamacédo, imunidade, remocdo de células apoptoéticas e
angiogénese. Dessa forma, os macrofagos podem atuar na defesa do seu hospedeiro
contribuindo para a resposta imune inata e para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa
(Solis et al., 2006)

Macrofagos ativados por IFN sdo um complemento atraente para terapias contra 0s
canceres convencionais (Bromberg et al., (1996), Buard et al., (1998)). Quando propriamente
ativados os macréfagos exercem atividade antitumoral direta, ou seja, através da interacao

célula-célula, sendo capazes de reconhecer e levar a morte células tumorais.
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Figura 7: Representacdo do Western Blotting e determinagcdo semiquantitativa das proteinas
IFN-y, IRF-3 e TNFa extraidas da bexiga urinéria dos animais dos grupos CT, MNU, BCG e
MPLU e nPLU. Os niveis proteicos foram identificados nos blotts. B-actina foi usada como
controle enddgeno. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 05).

Outro ponto importante a ser considerado com termos de atividade anti tumoral é a
inibicdo de processos angiogénicos e, neste estudo os animais dos grupos UPLU e nPLU
apresentaram uma redug¢do significativa dos niveis protéicos de VEGF, MMP2, IL6 e HIF1 o
sendo que estas proteinas estdo envolvidas intrinsicamente nos processos angiogénicos. Por
outro lado observou-se um aumento significativo nos niveis de endostatina nos grupos pPLU
e nPLU (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Representacdo do Western Blotting e determinacdo semiquantitativa das proteinas
VEGF, HIF1a e NF-kB extraidas da bexiga urinaria dos CT, MNU, BCG e pPLU e nPLU. Os
niveis proteicos foram identificados nos blotts. -actina foi usada como controle endégeno. Os
dados foram expressos como média + desvio padrao (n= 05).

A angiogénese estd envolvida em muitos processos fisioldgicos e patofisioldgicos
sendo iniciada e regulada por vérias citocinas e fatores de crescimento. O fator de crescimento
do endotélio vascular (VEFG) participa ativamente dos processos angiogénicos e tem sido
descrito como um modificador da permeabilidade celular endotelial acarretando o surgimento
de novos vasos em areas com baixos niveis de oxigénios (hipdxia) para suprir as necessidades

nutricionais das células tumorais.
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A hipoxia tumoral € causada por um desequilibrio entre o consumo e a oferta de
oxigénio (Moon e Giacia, 2015). A correlacdo entre a hipdxia e a expressao de HIF1a e VEGF
¢ bem conhecida. Page’s ¢ Pouysse gur (2004) destacam que HIF1a ¢ o fator de transcrigao
dimérico ativado mais envolvido no estresse oxidativo. Os mesmos autores ressaltam que
condigdes de hipoxia induzidas por HIF1a € o ponto determinante para a expressdo de VEGF.

Estudos de Wieczorek et al. (2013) e de Kader et al. (2007) reportaram que genes
codificantes de proteinas como as metaloproteinases de matriz (MMP) podem contribuir para
o desenvolvimento do cancer de bexiga. MMPs sdo uma familia de endoproteinases zinco
dependente que requerem a ativacdo catalitica através da outras MMPs ou proteases serina
como plasmin e uroquinase e podem reduzir significativamente todos os componentes da matriz
extracelular (EMC) como membrana basal, colageno e fibronectina contribuindo para o
processo de metastase, pois ocorre a retirada de toda barreira fisica, que impediria a invasao de
células neoplasicas, através da degradacdo de macromoléculas da ECM (Grignon, 1996;
Ramos, 1999).
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Figura 9: Representacdo do Western Blotting e determinagcdo semiquantitativa das proteinas
Endostatina, 1L-6 e MMP2 extraidas da bexiga urinaria dos grupos CT, MNU, BCG e pPLU
e nPLU. Os niveis proteicos foram identificados nos blotts. p-actina foi usada como controle
enddgeno. Os dados foram expressos como média * desvio padréo (n= 05)

Nesse contexto, vale ressaltar que a endostatina é um potente inibidor endégeno da
angiogénese, sendo também um dos mais estudados e, consequentemente, um dos melhores
caracterizados. A endostatina é um fragmento proteolitico derivada do colageno XVIII, que
pode inibir o crescimento endotelial pelo bloqueio da atividade catalitica de MMP2 e por

reduzir a expressdo de VEGF e induzindo a apoptose celular. (Sjin at al., 2005)



94

Estudos de Sjin et al. (2005) demonstraram que a atividade antitumoral da endostatina
pode ser desempenhada pelos 27 residuos terminais de sua sequéncia correspondente a NH- 0s
quais contém a ligacdo do atomo de Zinco, sendo responsavel por toda atividade antitumoral
da endostatina. Dos inibidores enddgenos da angiogénese a endostatina tem o maior espectro
de atividade antitumoral, sendo também a droga menos tdxica para camundongos e seres
humanos (Folkman, 2006).

Em relacdo as proteinas angiogénicas no tratamento com BCG, os niveis protéicos de
VEGF continuaram elevados em relacdo ao tratamento com P-MAPA micro e nano pluronic.
Os elevados niveis de VEGF e a reducdo dos niveis de endostatina podem se correlacionar com
a desregulagcdo do NF-«xB. Dolcet et al. (2005) demonstraram que a desregulagdo do NF-kB
inibe a apoptose, aumenta a proliferacdo celular e promove a angiogénese também, os estudos
de Pikarsky (2004), indicaram, que 0 NF-kB ¢ essencial para a promog¢ao do cancer associado
ainflamacé&o, e é, consequentemente, um alvo potencial para a prevencao do cancer, em doengas
inflamatorias crénicas. Entretanto, neste estudo ndo foram observadas diferencas significativas
para os niveis proteicos de NF-kB nos grupos experimentais (Figura 8).

O NF-«B ¢ a proteina de ativac¢ao a (AP-1) sdo a chave dos fatores de transcri¢do que
orquestram a expressdo de muitos genes envolvidos nos processos inflamatorios e
consequentemente no cancer (Giri, 2010). O NF-kB controla a expressdo de todas as mais
importantes citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, muitos fatores de crescimento
angiogénicos, TNF a, iNOS, COX-2, ICAM-1, VCAM-1, E-seletina e as vias de proliferacdo
e sobrevivéncia celular (Kevin e Nikolaus (2007), Karin (2006)).

Similarmente AP-1 regula a atividade da IL-2 (IL-2), IL-3, fator estimulante de
coldnias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), MMPs, colagenase e estromelisina. Muitos
outros genes pro-inflamatorios também sdo conhecidas por terem sitios de ligacdo de NF-kB e
AP-1 (Eferl e Wagner, 2003). A ativacdo de NF-xB também pode induzir a producdo pelos
macrofagos de 1L12, IL 23, IL 28 e IL 27 que induzem a sintese de IFNy pelos linfocitos T
(Teixeira, et al., 2007).

Sabe-se que o BCG é um bacilo atenuado de Mycobacterium bovis e comporta-se
como um ativador do sistema imune através da regulacdo da expressao de citocinas e ativacgao
de células efetoras do sistema imune (Pang e Catto, 2013). Para o0 paciente que € submetido a
esse tratamento o regime de manutencéo ideal ainda é desconhecido, contudo uma abordagem
comum ¢ de 27 doses ao longo de 3 anos (Pang e Catto, 2013).

A administracdo intravesical de BCG exerce efeito antineoplasico no CBNMI, pois

esse agente induz a uma resposta sistémica do complexo imune compreendendo o0s



95

componentes humoral e celular (Bohle e Brandau, 2003). BCG também exerce um efeito
farmacogenético direto sobre as células do carcinoma urotelial (Bohle e Brandau, 2003;
DiPaola e Lattime, 2007). Ainda, outros autores demonstraram o efeito antiproliferativo direto
de BCG em células do carcinoma urotelial (Seow et al., 2002; Chen et al., 2005). Possiveis
mecanismos contribuem para esse efeito bioldgico, os quais incluem a parada do ciclo celular
e/ ou apoptose, o que € demonstrado por Chen et al. (2005) onde a interrup¢éo do ciclo celular
se da na fase G1/ S quando células do carcinoma urotelial foram expostas ao BCG.

Além disso, a imunoterapia intravesical com BCG induz a uma intensa resposta
inflamatoria no urotélio da bexiga urinéria caracterizada por ativacéo de linfocitos T e citocinas
pro-inflamatorias, 1L1, IL6, IL8 (Pavlovich et al., 2000; Brandau e Suttmann, 2007). Em
concordancia com essas informacdes, neste estudo observou-se que 0s niveis protéicos para IL-
6 foram significativamente maiores nos grupos MNU e BCG em relacdo aos grupos pPLU e
Nplu (Figura 9)

IL6 é uma citocina pleiotrépica imunorreguladora que desempenha um papel
importante em varios processos fisiologicos e patoldgicos, tais como inflamacdo, metabolismo
0sseo, sintese de proteina C-reactiva (CRP), e carcinogénese. (Diehl e Rincdn, 2002; Asschert
etal., 1999). IL6 é constituida por 184 residuos de amino&cidos e esta envolvida na modulagéo
do crescimento e diferenciacdo em varios tumores malignos ainda, esta associada com a
progressdo de varios tumores sélidos e varias neoplasias hematopoiéticas (Miyajima et al.,
1992).

Estudos de Pavlovich et al. (2000) demonstraram que a administracdo intravesical de
BCG induz diferentes mediadores como 0 TNF-a, IFN-y e a proteina induzivel de interferon-
10 (IP-10), os quais exercem potente efeito antitumoral e antiangiogénico. De acordo com
Schambhart et al. (2000) e Brandau e Suttmann (2007), poucas horas ap06s a instilacdo de BCG,
inicia-se uma complexa cascata de eventos inflamatorios iniciada por um grande nimero de
neutrdfilos seguida por mondcitos/macréfagos que se infiltram na parede da bexiga (Figura
10), com inducéo de resposta imune de longa duracéo, a qual pode persistir por mais de 1 ano.
Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a possivel correlacdo entre expressao

de citocinas e o resultado da terapia € alvo de investigacdo (Schamhart et al., 2000).
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Figura 10: Mecanismo de acdo de imunoldgica envolvido na imunoterapia com BCG no
tratamento do cancer de bexiga ndo musculo invasivo.

Atualmente, além de elucidar a cascata inflamatdria ap0s a instilacdo de BCG, houve
um grande progresso na compreensdo da interacdo molecular direta do BCG com células do
sistema imunolégico do hospedeiro. Micobactérias BCG tém uma parede celular externa
caracteristica que consiste em varias biomoléculas estruturais complexas. Os componentes
imunologicamente ativos destas biomoléculas atualmente conhecidos como padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPSs). Estes interagem com um conjunto de receptores
de reconhecimento especificos, entre os quais 0s TLR, em células do sistema imunoldgico do
hospedeiro (Janeway, 2002).

Os PAMPS da parede celular da micobactéria incluem peptidioglicanos, acidos
micélicos, lipoarabinomanana (LAM), lipomannan (LM), A ativacdo, maturacao e producdo de
citocinas de células dendriticas sdo primariamente induzidas pela interacdo com TLR, no
entanto todas micobactérias de BCG intactas interagem preferencialmente com TLR2 sobre
TLR4 o que é corroborado pelos estudos de Dao et al. (2004) e pelos resultados deste projeto,
pois observou-se que os niveis protéicos para TLR2 foram significativamente mais elevados no
grupo BCG em se comparando com TLR 4.
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Atividade antitumoral também pode ser observada na translocagdo do fator nuclear
eritrdide 2 (NRF2). O NRF2 é um fator de transcricdo pertencente a familia CAP N Collar
(CNC) e contém o dominio basic leucine zipper (bzip) altamente conservado o que lhe confere
ligacdo ao DNA. Primariamente localizado no citoplasma o NRF2 é maior fator de transcrigdo
regulando cerca de 100 a 200 genes alvo controlando respostas celulares oxidativas e de estresse
eletrolitico (Moon e Giaccia, 2015).

Uma vez translocado para o nicleo o NRF2 heterodimeriza em pequenas proteinas
MAF (Moon e Giaccia, 2015). MAF foi primeiramente descrita como um oncogene viral,
VMAF (fibrossarcoma musculo aponeur6tico) e contém dominio de ligacéo de base com 0o DNA
e 0 dominio leucine zipper de dimerizacdo que interage com NRF2 e ativa genes de resposta
antioxidante através de vias de receptores antioxidante (ARE) mediando essa resposta, por
exemplo através de glutationa peroxidase, superdxido dismutase, metalotineina, tireodoxina e
tireodoxina redutase (Moran, 2002).

A ligacdo de NRF2 a genes alvos de ARE pode ser benéfica para detoxicacéo
carcinogénica em células normais o que torna 0 NRF2 um contra-regulador da formacéo de
EROs (Hayden, 2014). Os dados deste estudo corroboram tal afirmacdo, pois se observou
aumento dos niveis protéicos de NRF2 e reducgéo dos niveis protéicos de NOX 1 e 4 nos grupos
MPLU e nPLU (Figura 11).

Niveis fisiolégicos de EROs sdo importantes para a proliferacédo celular normal, porém
em processos de tumorigénese é observado o aumento da hipdxia, esse evento resulta na
producdo mitocondrial excessiva de EROs que conduz a ativacdo de proteina mitégeno quinase
ativada (MAPK), incluindo a cascata de fosforilagdo de JNK (cJun N-terminal quinase), p 38 e
ERK (Sancho e Fabregat, 2010; Bedard e Krause, 2007).

A geracao fisiologica de EROs pode ocorrer como um produto secundario de reacoes
bioldgicas ou como uma funcéo enzimatica principal.

Os NOX sdo subunidades constituintes das NADPH oxidases o qual foi o primeiro
exemplo de sistema identificado por gerar EROs ndo como um produto secundario (Bedard e
Kause, 2007). Todos os membros da familia NOX sdo proteinas transmembranares
transportadores de elétrons através das membranas bioldgicas para a redugdo do oxigénio para
superdxido (Weaver e Fishwick, 2013).

Estudos tem observado a expressdo de NOX em sistema vascular e levantam a hipotese
de envolvimento deste com fatores de crescimento acelerando o crescimento tumoral. Estudos
in vitro sugerem o envolvimento de NOX1 e 4 na proliferagdo de células de musculo liso
(Bedard e Kause, 2007).
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Dessa maneira, EROs estdo envolvidos nos eventos de iniciacdo, progressao e
manutencdo tumoral. Nossos dados demonstraram que 0s animais dos grupos UPLU e

nPLU e BCG apresentaram niveis significativamente menores de NOX 1 e 4 em
relacdo ao grupo MNU, entretanto somente os grupos UPLU e nPLU apresentaram um aumento

significativo nos niveis de NRF2 sendo este um contrarregulador de NOX 1 e 4
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Figura 11: Representacdo do Western Blotting e determinacdo semiquantitativa das proteinas
NOX 1, NOX 4 e NRF2 extraidas da bexiga urinaria dos animais dos grupos CT, MNU, BCG
e UPLU e nPLU. Os niveis proteicos foram identificados nos blotts. p-actina foi usada como
controle endogeno. Os dados foram expressos como média + desvio padrédo (n= 05)
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Estudos do nosso grupo de pesquisa demonstraram que o P-MAPA utilizado
intravesicalmente na dose de 5 mg/Kg (concentragdo aproximada de 6,25 mg/mL) produziu um
importante efeito antitumoral no CBNMI (Favaro et al., 2012). No presente trabalho, o P-
MAPA foi administrado na dose de 1 mg/mL, ou seja, uma reducdo da dose de 6,25 vezes em
relacdo a dose utilizada inicialmente. Mesmo com essa reducéo, a estabilizacdo com Pluronic
dos micro e nanocristais de P-MAPA garantiu 0 mesmo efeito antitumoral desse farmaco
observado na dose de 6,25 mg/mL.

Considerando em conjunto, os presentes resultados indicam que a nanonizacéo do P-
MAPA estabilizada com Pluronic pode ser uma promissora alternativa terapéutica para o
CBNMI.
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4. Concluséao

As formulacbes de P-MAPA micro Pluronic e P-MAPA nano Pluronic foram
equivalentes no efeito bioldgico restaurando e garantindo a preservacdo das caracteristicas

urotelias (DSC, DSG e UP) mantendo a funcionalidade da barreira sangue-urina.

Contudo, as analises moleculares demonstraram que a imunoterapia com P-MAPA nano
Pluronic e P-MAPA micro Pluronic promoveu ativacdo equivalente do sistema imune inato e
adaptativo mediada por TLRs 2 e 4 em relacdo ao BCG, resultando no aumento da via de
sinalizacdo para interferons, desacelerando o processo de angiogénese e reduzindo a atuacéo de

enzimas formadoras de EROS (NOX 1 e 4) culminando com significativa regressdo do CBNMI.

A utilizacdo da quitosana como estabilizante para nanonizacao de produtos destinados
ao tratamento intravesical de cancer de bexiga mostrou-se experimentalmente ndo efetiva,
devido a influéncia adversa do PH urinario na estabilidade da molécula de quitosana.
Consequentemente, a formulacado do P-MAPA micro quitosana e P-MAPA nano quitosana nao

se mostraram efetivas no tratamento intravesical de cancer de bexiga no modelo animal.

A utilizacdo do Pluronic como estabilizante para o desenvolvimento de formulacGes
de compostos terapéuticos para o tratamento intravesical do CBNMI, mostrou-se efetiva através
da protecdo o produto contra alteracdo ou perdas pela variagdo do pH urinéario. O Pluronic
também ndo apresentou atividade antiproliferativa mostrando que os dados apresentados nédo
estdo sofrendo interferéncia deste estabilizante o que, nos leva a sugerir que o P-MAPA
apresenta caracteristicas relevantes como potencial farmaco para o tratamento adjuvante do
cancer de bexiga.

Para um efeito bioldgico equivalente no tratamento do CBNMI, o P-MAPA micro
pluronic e o P-MAPA nano pluronic, permitiram uma mesma reducdo na quantidade de
composto ativo utilizado em relacdo a dosagem anteriormente utilizada. No entanto, a
nanonizacdo do P-MAPA utilizando Pluronic permitiu a estabilizagdo do composto mantendo

suas caracteristicas quimicas e bioldgicas originais.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o conjunto dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

» O P-MAPA em baixa dosagem na forma nanomeétrica apresenta um grande potencial
frente ao CBNMI.

» O P-MAPA foi efetivo frente ao CBNMI induzido quimicamente em ratas visto que se
observou lesfes benignas em quase todos os animais tratados com a formulagéo de P-
MAPA com pluronic F68.

» Houve ativacdo de fatores reparadores de lesdo e inibicdo de processos angiogénicos;

» Houve inibicdo de enzimas que contribuem para o estresse oxidativo através da ativacao
de contra-reguladores.
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procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 11 de abril de 2012.

Campinas, 11 de abril de 2012.
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ANEXO 2 - CARACTERIZACAO DO P-MAPA
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CARACTERIZACAO DO P-MAPA
Fonte: Farmabrasilis.

3 ANALISE DOS COMPONENTES DO P-MAPA PELOS METODOS
QUIMICOS E ESPECTROSCOPICOS

ANALISE QUIMICA DOS CRISTAIS DE P-MAPA
PROTEINA:

Para a analise do conteudo de proteina foi utilizado o método de Bradford (Coomassie
Brillant Blue), chegando-se a um conteudo de 0.49 = 0.07% de para aproximadamente 100
amostras independentes produzidas pelo microrganismo. A albumina foi utilizada como padréo
(Figura 1).

Sem proteina Com proteina
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Figura 1. Método de Bradford.

Os valores calculados em funcéo de padrbes de aminoécidos em (A) sdo mostrados
em (B) para a proteina do P-MAPA. A composicdo dos aminoacidos foi observada através de
um Analisador de Aminoacidos Automatico (Beckman analyzer model 119C1) com padrbes
internacionalmente reconhecidos (Figura 2)

Esta analise mostrou os valores de aminoacidos na forma quantitativa e foram (%):
Asp (7.2), Thr (3,6), Ser (7,6), Glu (8.4), Pr (0.5), Gly (9,7), Ala (7.5), Cys (0.1), Val (1.0), Met
(4.4), lle (2,5), Leu (3.0), Tyr (0.5), Phe (1.0), His (2.8), Lys (3.6), Trp (1.3) e Arg (35,2) .
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Figura 2. Perfis de aminoacidos (A) Padroes e (B) Proteina do P-MAPA.

CONTEUDO DE MAGNESIO NO P-MAPA

Foram feitas analises por absorcdo atbmica, por fluorescéncia usando o método de
sulfonato de 8-hidroxiquinoleina (A excitacdo 420 nm, A emissdo de 510 nm e por energia
dispersiva de raios-X (EDX) (Figura 3). Nestas analises o valor de concentragcdo de magnésio
do P-MAPA de 20.1 + 0.9% (valores médios de aproximadamente 100 amostras produzidas

pelo microrganismo).



CONTEUDO DE MAGNESIO NO P-MAPA

Energia Dispersiva de Raios-X (EDX)
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Figure 3. Esquema de andlise de magnésio do P-MAPA.

CONTEUDO DE FOSFATO DO P-MAPA
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O fosfato foi determinado pelo método espectrofotométrico usando Molibdato de

aproximadamente 100 amostras produzidas pelo microrganismo) (Figura 4).

CONTEUDO DE FOSFATO DO P-MAPA

H+ Zn*2
H,PO, + (NH,,MoO, Bp H.PMo,,0,, =mmmd Zn*(H,PMo,,0,) + 2H*
Hl'-
Ac. fosférico Molibdato de  Ac. fosfomolibdico Fosfomolibdato de zinco
amonio A 350nm; € =7.200 M? cm?
pH 5.0.

O fosfato foi determinado pelo método espectrofotométrico usando
molibdato de aménia/Acetato de zinco. O valor determinado foi de
45.2 * 2.7%. (valores meédios de pelo menos 100 amostras
produzidas pelo microrganismo)

Figure 4. Esquema de andlise de fosfato em P-MAPA.

amonia/Acetato de zinco. O valor determinado foi de 45.2 + 2.7%. (valores médios de
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CONTEUDO DE AMONIA DO P-MAPA

Um eletrodo enzimatico especifico para amonia foi utilizado (Cole Palmer EW-
27502-00). O conteudo de amonia foi de 10.0 + 3.3% (valores médios de aproximadamente 100

amostras produzidas pelo microrganismo) (Figura 5).

CONTEUDO DE AMONIA NO P-MAPA

Um eletrodo enzimatico especifico
para amodnio foi usado. O contendo de
amonio foi de 10.0 * 3.3%.(valores
meédios de pelo menos 100 amostras
produzidas pelo microrganismo)

Figura 5. Eletrodo enzimatico para ions amonia.

CONTEUDO DE LIPIDEOS DO P-MAPA

A andlise foi realizada por cromatografia gasosa ap6s extracdo do P-MAPA em meio
acido com éter de petréleo e mostrou ser 11.6% por peso da amostra. Na parte superior estao
o0s padrdes de tempo de retencdo (TR) 6.58 min (palmito-oleico) e 9.78 (&cido linoleico) e 9.99

linoleico oxidado (CG 5820, coluna HP-17 megapore com Detector (FID) (Figura 6).
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CONTEUDO DE LIPIDEOS DO P-MAPA

’//_\ Acido palmitoleico(16:1) ©
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AN
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Tempo de retengido (TR) 6.58 min (palmitoleico), 9.78 (acido linoleico),
9.99 linoleico oxidado, 8.29 e 10.58 ndo foram identificados.

O analise do extrato de éter de petréleo foi analisado por CG
mostrando 22.0 % de acido palmitoleico, 68% de acido linoleico e
produtos oxidados de linoléco e 10 % de lipideos ndo identificados..

Figura 6. Analise cromatogréafica de gas por silinizagdo (derivados de silicio) dos acidos
graxos.

A analise do extrato de éter de petrdleo foi realizada por CG (Fig. 6) mostrando 22.0
% de acido palmito-oleico, 68% de acido linoleico e produtos oxidados de linoleico (TR 9.99)

e 10 % de lipideos ndo identificados.

ESPECTRO DE ABSORBANCIA E DE FLUORESCENCIA DO P-MAPA

O espectro de absorbancia do P-MAPA levemente &cido e imediatamente apds
diluicdo apresenta duas maximas a 205 nm e a 265 nm e a 275 nm na presenca de EDTA

(elimina o ion magnésio da solugdo) (Intralab DMS-100 Spectrometer) (Figura 7A).
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Figura 7. (A) Espectro de absorcdo do P-MAPA e B) espectro de fluorescéncia do P-MAPA.
O espectro de linha continua corresponde a solugdo de albumina em (B).

O espectro de fluorescéncia (A exc. 295 nm) apresenta uma banda de emissao a 340
nm (correspondente ao triptofano) na auséncia do magnésio (presenca de EDTA) (Hitashi-
Perkin Elmer MPF-44B spectrofluorometer). Na presenca de magnésio praticamente essa
emissdo desaparece (Fig.7B).

Aparentemente a presenca de magnésio no P-MAPA mantém a estabilidade da
proteina como mostrado na (Figura 7A e 7B).

Como controle foi analisada a fluorescéncia da albumina na presenca e auséncia do
magnésio e ndo surtiu nenhum efeito. Isto mostra que a interacdo do magnésio com a proteina
do P-MAPA é muito particular. No dicroismo circular acontece 0 mesmo (N&o mostrado). O
P-MAPA apresenta um valor de 6 negativo e se desloca na presenga de EDTA indicando que

passa de uma conformacéo rigida a uma randémica.
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DETERMINACAO DAS MASSAS MOLARES NOS COMPONENTES DO P-
MAPA

A massa molar por filtracdo em gel em Sephacryl-S-300 foi de aproximadamente 10

KDa para a proteina (proteina (10) (Figura 8).
A massa molar do P-MAPA também foi calculada pela mesma figura obtendo um

valor médio de 391 KDa.
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Figura 8. Determinacdo de massas molares dos componentes do P-MAPA. Os valores
indicados com a sigla SB-73 séo as fracdes de P-MAPA em diferentes pHs. As outras moléculas

séo os padrdes utilizados.

ANALISE DOS ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DO P-MAPA
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A anélise de espectroscopia de infravermelho foi realizada em forma de pastilhas de
KBr (Perkin EImer 180 spectrophotometer) (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

As bandas analisadas foram as seguintes:

3275-3521 cm™* H-O-H vibragéo de estiramento de agua de cristalizagio

3006 cm™ Banda estiramento de CH em =C-H.

2928-2952 cm™* Estiramento assimétrico e simétrico do grupo CH:

2398-2483 cm™ H-O-H vibragéo de estiramento da agua inserida no cluster
1750-1735 cm™ C=0 vibragéo de estiramento dos grupos carboxilicos em lipideos.
1655-1705 cm™ Simetria v2 deformagcéo angular de N-H em unidades de NH4*
1640-1650 cm™ Amida |

1445-1480 cm™ Rotacio dos NH4*

1574-1550 cm™ Amida II.

1240 cm™ P=0 estiramento de fosfodiesteres.

1011 cm v3 de PO4 e/ou —O[PO,]-O-[C=0]-

618-688 cm™ Mg-oxigénio ligado

894 cm Estiramento de simetria v1 de unidades PO4?

847 cm* Deformacéo do OH ligado ao Mg*2.

562-574 cm™ Assimetria v4 modo de deformacdo angular de unidades de PO4*

A analise de infravermelho indica uma estrutura de magnésio aménio fosfato

associado a lipideos e proteina.
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ESPECTRO DE RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA DE PROTONS
DO P-MAPA

O espectro H-NMR (NMR Bruker 400 Mhz) (Fig.10) da dissolugéo de P-MAPA em

meio &cido é mostrado a seguir;

Figura 10. Espectro de ressonancia magnética nuclear de protons (H-NMR) do P-MAPA.

As bandas do &cido linoleico e do palmito-oleico (Figura 11) aparecem aos seguintes
valores de & (ppm): 5.35 (-CH=CH-), 3.78 (-O[C=0]-CH-NHy), 2.75 (-CH=CH-CH>-CH=CH-
), 2.00 (-CH2-CH2-CH=CH-), 1.40 (-(CH2)n-), 0.85 (-(CH2)n-CHj3).

Valores a 8.27 (NH) e 7.52 (-NHs") mostram a presenca de terminais amino de

proteinas.

O o
g:/\JVKDH OH
|

Acido linoleico (18:2) Acido palmitoleico (16:1)
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Figura 11. Estruturas dos acidos graxos do P-MAPA.

Novamente ¢ indicativo a presenca de lipideos e proteinas no P-MAPA.

ESPECTRO DE ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia de Raman é uma técnica fotbnica de alta resolucdo que pode
proporcionar informacgdo quimica e estrutural dos materiais. Sua analise se baseia na luz,
monocromatica e de determinada frequéncia espalhada ao incidir sobre o material a ser
estudado, cuja maior parte da luz espalhada também apresenta a mesma frequéncia daquela
incidente. Somente uma pequena por¢éo da luz é espalhada inelasticamente frente as rapidas
mudancas de frequéncia, devido a interacdo da luz com a matéria, e € uma caracteristica

intrinseca do material analisado e independe da frequéncia da luz incidente.

Raman Intensity

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500
-1
VWavenumber/cm

Figura 12. Espectro Raman do P-MAPA.

O espectro de Raman (Figura 12) (Raman Scattering Spectrometer (Witec)) do P-
MAPA mostra o seguinte:

Na aproximac&o do grupo molecular, todos os modos da agua internas séo ativos tanto
no infravermelho como no Raman. Todos os quatro modos normais sdéo Raman ativas. Como
se sabe, 0s quatro modos de ions fosfato sdo normais, do ponto de vista de simetria, de forma
analoga aos dos ions de amonia.

Na figura do espectro de Raman do P-MAPA é largo, assimétrico e algumas bandas
assimétricas e bandas pouco estruturada e se apresentam entre 3400 -2200 cm™. A intensidade
e a forma desta banda €, obviamente, um resultado de, pelo menos, dois importantes fatores.

Por um lado, a largura, a intensidade e a frequéncia do centro dessas bandas estdo em linha com
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a forca das ligacOes de hidrogénio na estrutura (especialmente os que séo formados pelas
moléculas de agua).

Como as vibrac6es sdo provavelmente ndo harmdnicas, transi¢oes de segunda ordem
sdo susceptiveis de estar presentes na mesma regido, que interage com modos de estiramento
da agua fundamental e com ion amonia.

No espectro de Raman do P-MAPA s&o observados duas bandas a 1702 e 1685 cm™
e outro par em 1477 e 1442 cm™. Assim, os dois primeiros sdo atribuidos ao modo v2
(duplamente degeneram para a simetria Td) e os dois Ultimos ao modo v4 (degenerada
triplamente para simetria Td) dos ions de amdnia. A principal contribuicdo para o aspecto
complexo ao redor de 1600 cm, certamente, vem das vibragdes do S(HOH)ou, talvez, de
modos que tém um caréter consideravel de 5(HOH).

A situacdo com as vibracdes dos ions fosfato do P-MAPA exibiu uma banda no
espectro de Raman, gque é originaria dos componentes da vibragdo de estiramento simétrico v1
(sua frequéncia é 943 cm™). Tal imagem espectral (banda de Raman muito forte e uma de
infravermelho excepcionalmente fraca) € consistente com os valores muito pequenos dos
indices de deformacéo de Baur, por exemplo com uma alta simetria efetiva, perto da Td. Nos
espectros de Raman, bandas na regido entre 470 e 430 cm™, podem ser atribuidas a v2 (PO4)
e/ou ao modo v (Mg-O).

Nas banda ativas de Raman as amidas I, Il e 11l aparecem a 1650, 1550 e 1300 cm™,
respectivamente. Bandas bem definidas aparecem entre 400-430 cm correspondente a C=0 de
amidas e possivelmente associados a lipideos (lipoproteina).

ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
FOSFORO-31 DO P-MAPA

O espectro 3'P-NMR (Figura 13)(Bruker 400 Mhz) indica a ndo linearidade do poli-
fosfato ja que deveria estar ao redor de -22 ppm. Comparando o espectro de NHsH2PO4. Que é
deslocado a -2.4 ppm em NHsHPO3-O-[C=0 ]-CHjs, que comparado com P-MAPA sugere que
0 mesmo tipo deve estar presente no P-MAPA, a banda larga centrada a-0.15 ppm do P-MAPA
é consistente com a presenga de grupos O-[PO]-Mg- e —0-[PO2}-0-[C=0]-CH>- .
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Figura 13. Espectro de ressonancia nuclear magnética de fosforo 31 (*:P-NMR).

Logo, o espectro 3'P-NMR mostra claramente que 0 magnésio estd associado ao

fosfato e nédo a poli fosfatos.

ANALISE DE DIFRACAO DE RAIO-X (DRX) DO P-MAPA.

A difracéo de raio X (DRX) (X-Diffractometer Shimatzu XRD7000) é uma técnica

padrdo para caracterizar a estrutura cristalina dos materiais. Ela também pode ser utilizada para

quantificar o tamanho dos cristais (Lc) em materiais.

No caso do P-MAPA o DRX (Figura 14) apresenta varios valores de difracdo como
analisadas na figura abaixo.
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Figura 14. Difratograma do P-MAPA.

O P-MAPA apresenta de picos de difracdo (20) a 15.77, 20.84, 21.43, 27.06, 30.62,
31.88, 33.27, e 33.67 que podem ser correlacionados com indices (hkl) (002), (111), (012),
(103), (211), (004), (022), e (212) respectivamente dos cristais de hexagonais de amonio
magnésio fosfato na literatura (JCPDS card). As diferencas em algumas reflexes séo
provavelmente de orientacdes preferidas na presenca de produtos organicos (lipideos e
proteinas).

O DRX do P-MAPA purificado da cultura até monocristal mantém perfeitamente a
estrutura original na figura de SEM anterior (Figura 14). Mas varios picos ndo correspondem
a parte inorganica de amonio magnésio fosfato cristalino.

A amostra analisada como monocristal ap6s exaustiva recristalizacdo mostra

caracteristicas similares do P-MAPA e seu tamanho micro (Figura 15).
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Figura 15.
Difracdo de raios-X do monocristal de P-MAPA. O monocristal foi fotografado num
microscopio optico de alta resolucéo.

Embora altamente recristalizado e eliminado a maioria dos produtos orgéanicos do P-
MAPA ainda ficaram elementos ndo caracterizados na estrutura inorganica de amonio
magnésio fosfato cristalino. Possivelmente sdo partes lipidicas e protéica de alguma maneira

associada ao cristal de am6nio magnésio fosfato.

ANALISE POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)
e ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA) DO P-MAPA.

A analise termogravimétrica (Thermogravimetric Analyzer TA-STO-Q-600) é uma
técnica destrutiva no ramo das andlises térmicas, na qual se monitora a variacdo da massa de
uma amostra em funcdo da temperatura ou do tempo em um ambiente de temperatura e
atmosfera controladas.

A calorimetria diferencial de varredura (DSC Q-10-TA-Instrument) é uma técnica de

andlise térmica que registra o fluxo de energia calorifica associada a transicdes nos materiais
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em funcio da temperatura. E um método de variacéo de entalpia, no qual a diferenca é medida
em funcdo da temperatura, enquanto ambas sdo submetidas a um mesmo programa de

aquecimento ou resfriamento rigorosamente controlado.
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Figura 16. Gréfico de andlise termogravimétrico (TGA) (A) e grafico de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) do P-MAPA (B).

O gréafico de TGA (Figura 16) mostra a perda de pesos ao inicio de 50°C.
Provavelmente a perda de peso de proteinas € em torno de 20% antes dos 50°C, seguido de uma
perda acentuada nas temperaturas entre 65-200°C, e posteriormente um aumento na temperatura
causa apenas uma perda de peso progressiva. A perda em peso (em torno de 45%) aos 125°C,
que pode ser atribuida a liberacdo das moléculas de agua cristalina do P-MAPA. A segunda
perda de peso de cerca de 8% em peso (ou 53% total), entre 125 e 235°C, pode ser devido a
liberacdo de amonia. Perda de peso continuo durante TGA, indica que a
desidratacdo/decomposicao da amostra e liberacdo de amdnia e moléculas de H>O acontece
simultaneamente e como também degradacdao dos lipideos.

O gréfico de DSC mostra que ao redor 50°C um processo endotérmico proprio de
desnaturacdo de proteinas e de acidos graxos poderia estar ocorrendo. Também apresenta um
pico centrado ao redor de 122°C. Este pico pode ser atribuido a uma perda principal durante o
aquecimento. A existéncia de somente um pico no DSC sugere que a perda de aménia e agua

no P-MAPA ocorre simultaneamente.
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MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DO P-MAPA

A microscopia eletrénica de varredura (SEM) (Figura 17) (TEC Autoscan model U1)
mostra uma estrutura com um grau de cristalinidade muito elevada. Apresenta uma morfologia

ortorrdmbica.

—
X300  SOum

Figura 17. Micrografia de Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) do P-MAPA.

TENTATIVAS DE DETERMINACAO DA PROTEINA DO P-MAPA

A dissolugdo do P-MAPA cristalino em HCI seguido de diluigdo em igual volume
com agua destilada permite uma hidrdlise do P-MAPA. Para a concentracdo da proteina, a
amostra é dialisada e logo liofilizada (50 horas). Ao final a proteina seca foi armazenada em
congelador para as andlises a seguir.

Utilizou-se a técnica de SDS-PAGE para expressar a proteina do P-MAPA. Assim,
através deste gel, pode ser confirmado o que havia sido relatado anteriormente, que a proteina
do P-MAPA tem peso molecular entre ~10 kDa (Figura 18).
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Figura 18. Gel bidimensional da proteina do P-MAPA em SDS-PAGE (7,5%). 12 horas de
corrida A: (a) e (b) diferentes concentracfes da proteina do P-MAPA. B: (a)e (b) diferentes
concentracOes de proteina P-MAPA tratados com fosfolipase (PLA2).

Nos ensaios e analises do tamanho da proteina alvo, foi observado que durante as
corridas de eletroforese, a proteina aparece com uma mobilidade idnica baixa que ndo esta
relacionada com o seu tamanho. Aparentemente, 0 agente detergente i6nico, SDS, ndo interage
fortemente com a proteina do P-MAPA, conferindo-a uma baixa carga. As argininas que sao a
maioria dos residuos da proteina do P-MAPA apresentam as cadeias laterais com a carga
positiva no pH do meio usado na eletroforese enquanto que o detergente SDS confere a carga
negativa a proteina desenovelada. Desta forma, o possivel motivo de uma separacédo lenta na
eletroforese deve-se ao fato da proteina alvo possuir uma baixa carga negativa.

Uma possivel hip6tese para uma corrida de eletroforese lenta, seria que a proteina do
P-MAPA poderia estar ligada covalentemente ao grupo fosfato apresentando a estrutura de uma
lipoproteina, como mostrado no quadro abaixo (Figura 19). No lugar do grupo polar (fosfato),
podemos encontrar a proteina ligada. Em ensaios de hidrélise da proteina alvo com uso de uma
fosfolipase do tipo A2 (PLA2) de serpente percebeu-se que sua mobilidade foi maior e
possivelmente deva-se aos grupos lipidicos que foram eliminados da estrutura lipoproteica,

talvez formando um acilfosfato como mostrado na figura 19.
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Figura 19. Esquema de ligacdo entre os lipideos e a proteina no P-MAPA.
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Esta estrutura tem dificultado a andlise da sequéncia da proteina. Com este

conhecimento se tem condi¢fes de chegar a analise da estrutura priméria da proteina do P-

MAPA.
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COMPONENTES DO P-MAPA (%) APOS TODAS AS ANALISES
REALIZADAS

Fosfatos: 45.2
Magnésio: 20.1
Amonio: 10.0
Lipideos: 20.1
-Acido linoléico: 42.9% (18:2)
-Acido linoléico oxidado: 24.9% (provavelmente no processo de extrago).
-Acido palmito-oleico:22.7% (16:1)
-Acidos graxos néo identificados: 10.0%
Proteina: 0.5
Aminoacidos (%): Asp (7.19), Thr (3,56), Ser (7,56), Glu (8.35), Pr (0.5), Gly (9,69),
Ala (7.46), Cys (0.1), Val (1.0), Met (4.38). Isoleu (2,54), Leu (3.03), Tyr (0.5), Phe (1.0), His
(2.83), Lys (3.56), Trp (1.3) e Arg (35,2)

RESUMO DAS ANALISES DE P-MAPA

ANALISEAELEMENTAR DO P-MAPA RECRISTALIZADO SEM
PRODUTOS ORGANICOS

Hidrogénio: 4.93%

Nitrogénio: 5.71%

Oxigénio: 65,2% (calculado por diferenca)
Carbono: 0.0%

ANALISE ELEMENTAR DO P-MAPA COM PRODUTOS ORGANICOS DE
AMOSTRA UMIDA (amostra P-17)
Hidrogénio:  6.20%

Nitrogénio:  4.76%
Oxigénio: 57.6% (calculado por diferenca)
Carbono: 0.45%

ANALISE PELO EDX APOS CORRECAO PARA UMIDADE E PADROES
UTILIZADOS NA ANALISE POR EDX (amostra P-17)
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Os valores apresentados de EDX (Mg: 10.77%; P: 14.99%) foram corrigidos para
equivaléncia a analises quimicas e umidade:

Mg: 20%

P: 45%

Os dados quimicos anteriores permitiram propor a estrutura hipotética abaixo pela
andlise exaustiva de componentes por diferentes metodologias apresentadas, dando uma forma
simplificada e esté indicada na Figura 20.
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Figura 20. Estrutura hipotética do P-MAPA.

Mas, atualmente com os estudos estruturais de monocristais por raios-x e de estudos

com os elementos organicos presentes na estrutura cristalina levaram a seguinte proposta:



MAPA:

138

Lipideos
i \o
o ¥ 'L o
- e = o \O 6/ \O o— H,Lipndcoa
od=el
P~ 0 \
v Mg 5 Mg 0 o-¢

== Proteina

O o oX
\
0. /OP-0 |
) S 7 '/Pao/
SR Vi 07
0~Mg —©
|og
N\ O
O'—!T/
o_.

Esta estrutura do P-MAPA esta
na forma quimica e simplificada

Estes dados permitem propor a
estrutura em funcao dos aspectos
tedricos e seu analise exaustivo
de componentes pela diferentes
metodologias apresentadas.

Por unidade cristalina temos:

7 PO42/ 3 Mg*2/ 3NH,4*

Finalmente, é interessante mencionar resumidamente as atividades bioldgicas do P-
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