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Resumo

RESUMO

Os glioblastomas multiformes (GBMs) sdo os tumores mais invasivos do sistema nervoso
central (SNC) e sua invasividade esta relacionada com a interacdo entre glicoproteinas da
matriz extracelular com integrinas presentes nas células tumorais. As integrinas asf1, avps, €
avB3 sdo fortemente expressas em GBMs, e podem ser utilizadas como moléculas alvo na
terapia e no diagnostico por imagem dos tumores do SNC. Os inibidores de integrinas
cRGDfV, cRGDfK e vicrostatin tém sido estudadas no tratamento de GBMs pois inibem as
integrinas avfs3, avPs e osP1, €, assim, exibem potentes propriedades antitumorais. Entretanto,
a aplicacdo de proteinas terapéuticas é limitada freqglientemente pela baixa estabilidade em
fluidos fisioldgicos e a baixa penetracdo através das membranas bioldgicas. Para contornar
estes problemas, tem-se buscado novos sistemas de liberacdo de farmacos e rotas alternativas
de administracdo, como por exemplo, a via nasal. Assim, este trabalho teve como objetivo a
encapsulacdo dos peptideos cRGDfV e cRGDfK em nanoparticulas de quitosana, pelo
método de gelificagdo ionotropica, empregando o planejamento fatorial 23. Este sistema
baseado em quitosana promoveu um aumento da mucoadesao e podem auxiliar o acesso dos
peptideos cRGDfV e cRGDfK ao SNC pela via nasal. Outra estratégia utilizada nesse
trabalho foi a utilizacdo das nanoparticulas de quitosana escolhidas no planejamento fatorial
para serem modificadas com PEG por meio de interagdes supramoleculares e também por
interagdes covalentes com metoxil polietilenoglicol e maleimida polietilenoglicol
hidroxissucimida. As nanoparticulas modificadas por interacbes covalentes foram
funcionalizadas através do acoplamento do peptideo cRGDfK na superficie das
nanoparticulas, a fim de promover um aumento do direcionamento das nanoparticulas para o
ambiente tumoral por meio de interacdes especificas com as integrinas superexpressas Nnos
GBMs. Também foram desenvolvidas nanoparticulas terandsticas de carboximetilquitosana
com agente de contraste gadolinio-dietilenotriamina pentaacetato meglumina por interacGes
eletrostéticas, as quais foram modificadas por interacdes covalentes para o acoplamento da
desintegrina vicrostatin na superficie das nanoparticulas. Todas as formula¢fes obtidas foram
caracterizadas por estudos de distribuicdo granulométrica, potencial zeta, microscopia
eletronica de varredura e de forca atdmica, ressondncia magnética nuclear, calorimetria

exploratéria diferencial, espectroscopia de dicroismo circular e infravermelho por
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Resumo

transformada de Fourier. Nos ensaios de citotoxicidade in vitro com células de GBMs foi
possivel observar que ao encapsular os peptideos cRGDfV e cRGDfK nas nanoparticulas elas
sdo menos citotdxicas comparadas nanoparticulas com o peptideo cRGDfK esta na sua
superficie. As nanoparticulas com cRGDfK na superficie levaram a uma diminuigdo
significativa da viabilidade celular em comparacdo as nanoparticulas em que os peptideos
estdo encapsuladas. Nos ensaios de captacdo e internalizacdo por citometria de fluxo e
microscopia confocal, as nanoparticulas de quitosana acopladas com cRGDfK e as
nanoparticulas terandsticas de carboximetilquitosana acopladas com vicrostatin apresentaram
interacdo com as integrinas, levando a uma maior internalizacdo das nanoparticulas pelas
células de GBMs. No caso das nanoparticulas teranosticas, pode ocorrer um aumento de
gadolinio nos GBMs facilitando o diagnostico por imagem. Portanto, todos as nanoparticulas
desenvolvidas podem ser futuramente exploradas como uma plataforma a fim de auxiliar no

tratamento e no diagnostico por imagem dos GBMs.

Palavras-chave: desintegrinas, diagnostico por imagem, gadolinio, integrinas,

nanoparticulas, quitosana.
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Abstract

ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBMSs) is the most invasive tumor from central nervous system
(CNS) and its invasiveness is related to interaction between glycoproteins of extracellular
matrix and integrins present in tumor cells. Integrins aspz, avPs, € ovPs are overexpressed in
GBMs and they could be used as target molecules in the treatment and diagnostic imaging of
the tumors from CNS. The disintegrins cRGDfV, cRGDfK and vicrostatin have been studied
for the treatment of GBMs because they inhibit the integrins avfBs, avfs, and asPi, and,
therefore, they show potent anti-tumor properties. However, the administration of therapeutic
proteins is limited by their low stability in physiological fluids and low penetration in
biological membranes. To overcome these problems, drug delivery systems have been
developed and alternative route of administration, such as nasal administration, has been
used. Thus, the aim of this study was the development of chitosan nanoparticles, employing
factorial design, by the means of ionotropic gelification and the encapsulation of disintegrins
cRGDfV e cRGDfK. The chitosan-based drug delivery system increased the mucoadhesion,
which could promote the blood-brain barrier permeation of disintegrins cRGDfV and
cRGDfK. Another strategy aimed in this work was the use of chitosan nanoparticles selected
by factorial design to be modified with PEG by supramolecular interactions and also by
covalent interactions with methoxy-polyethylene glycol and maleimide-polyethylene
glycol-hydroxisuccinimide. The modified nanoparticles by covalent interactions were
functionalized through linkage of disintegrin cRGDfK on nanoparticles’ surface in order to
improve the targeting of nanoparticles to tumor environment by specific interactions with the
integrins overexpressed in the GBMs. Theranostic carboxymethylchitosan nanoparticles
containing the contrast agent gadolinium-diethylenetriamine-pentaacetate-meglumine were
also developed; these nanoparticles was developed by eletrostatic interactions, and then they
were modified by covalent interactions to attach the desintegrin vicrostatin on the surface of
these nanoparticles. All formulations obtained were characterized by size distribution, zeta
potential, scanning eletron microscopy, atomic force microscopy, nuclear magnetic
resonance, differential scanning calorimetry, circular dichroism and Fourier transform
infrared spectrocopy. In in vitro cytotoxicity assays using GBMS cells, it was possible to

observe the differences in the cell viability when the desintegrins cRGDfV and cRGDfK

Charlene Préiscila Ricll



Abstract

were encapsuled into nanoparticles and when the desintegrin cRGDfK is on the surface of
nanoparticles. The nanoparticles with cRGDfK on the surface presented a significative
decrease in cell viability as compared to nanoparticles which the disintegrins are
encapsulated. In the uptake and internalization assays by flow citometry and confocal
microscopy, the cRGDfK attached to chitosan nanoparticles and vicrostatin attached to the
theranostic carboxymethylchitosan nanoparticles showed a specific interaction with the
integrins, leading to higher uptake of nanoparticles by GBMs cells, and, thus, promoting an
anti-tumor effect due to integrins inhibition. In the case of theranostic nanoparticles, an
increase in uptake of gadolinium could happen and it could facilitate the diagnosis by image.
The nanoparticles developed can be exploited as a platform in order to assist in the treatment

and diagnosis by image of the GBMs.

Keywords: desintegrins, diagnostic imaging, gadolinium, integrins, nanoparticles, chitosan.
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1.  INTRODUCAO

O céncer ainda é um grande desafio para a ciéncia e para a medicina porque a cura de
muitos tipos de tumores bem como muitos mecanismos ainda ndo foram elucidados. Dentre
os diferentes tipos de tumores existentes, os tumores do SNC sédo responsaveis por 2% das
mortes relacionadas ao cancer. Os tipos mais estudados de tumores cerebrais sdo 0s
meduloblastomas do cerebelo e os gliomas (LOUIS; POMEROQOY; CAIRNCROSS, 2002).

Os gliomas se desenvolvem a partir de células precursoras da glia e podem ter origem
astrocitica (astrocitomas), oligodendrocitica (oligodendrocitomas) ou oligoastrocitica
(oligoastrocitomas) (LOUIS; POMEROY; CAIRNCROSS, 2002).

De acordo com a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), os astrocitomas podem ser
divididos em astrocitomas de baixo grau anaplésico, astrocitomas anaplasicos e glioblastomas
(GBMs), que podem ser classificados quanto ao seu grau de malignidade. O GBM de grau IV
¢ o mais maligno e o mais frequente dos gliomas astrociticos, apresentando uma maior
incidéncia em adultos (LOUIS, HOLLAND, CAIRNCROSS, 2001; LOUIS, POMEROY,
CAIRNCROSS, 2002).

Os principais tratamentos dos gliomas consistem na retirada do tumor por meio de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Entretanto, os GBMs sdo fortemente resistentes a
quimioterapias convencionais assim como a radioterapia devido & infiltracdo difusa dos
GBMs no cérebro, mas esse tipo de tumor raramente realiza metastases fora do SNC (LOUIS,
POMEROQY, CAIRNCROSS, 2002). Portanto, o estudo de novas formas de terapia e de vias
alternativas de administracdo, além do desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo, sdo
muito importantes como estratégias para o tratamento destes tipos de tumores.

Os principais tratamentos dos gliomas consistem na retirada do tumor por meio de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Entretanto, os GBMs sdo fortemente resistentes a
quimioterapias convencionais assim como a radioterapia devido a infiltracdo difusa dos
GBMs no cérebro, mas esse tipo de tumor raramente realiza metastases fora do SNC
(LOUIS, POMERQY, CAIRNCROSS, 2002). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) apenas 10% dos GBMs apresentam alguma responsividade as terapias convencionais,

por isso € muito importante pesquisas que estudem novas formas de terapia e o
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desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo e vias alternativas de administragdo, como
alternativas para o desenvolvimento de novas terapias destes tipos de tumores.

A invasividade celular dos GBMs no cérebro esta relacionada com sua interacdo com
0s componentes especificos da matriz extracelular (MEC), além das células de gliomas
também produzirem os seus proprios componentes da MEC, tais como laminina, coladgeno
tipo I, 11, IV e vitronectina, os quais sdo glicoproteinas que atuam como receptores de
superficie celular interagindo com as integrinas expressas em linhagens de GBMs humanos,
sendo esta interacdo a chave para a adesdo das células tumorais no tecido cerebral. As
integrinas s@o moléculas que desempenham um papel chave na mediacdo e interacéo
celulares entre as células tumorais e os componentes da MEC, além de estar envolvidas com
a adesdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e apoptose das células tumorais
(GLUKHOVA, KOTELIANSKY, 1995; GUO, GIANCOTTI, 2004; UHM, GLADSON,
RAO, 1999b).

No cérebro adulto, a laminina, a fibronectina e o colageno IV sdo os principais
componentes das membranas basais associadas a glia, as células do plexo cordide e as células
endoteliais vasculares, favorecendo a migracdo das células tumorais do GBMs através da
interagcdo com os elementos da MEC das membranas basais ou com os elementos da MEC
produzidos por elas proprias via ligacdo com as integrinas (KNOTT et al., 1998; MORINI,
BECCHETTI, 2010; PAULUS, TONN, 1994).

A partir da década de 90, diversos trabalhos buscaram caracterizar o padrdo de
expressdo das integrinas em GBMs, em comparacdo com o cérebro normal e/ou astrocitos.
Estudos evidenciaram que as integrinas o2fP1, o3P1, asPi, ovPs, agPfr € avPs foram mais
fortemente expressas nos GBMs do que nos tecidos endoteliais normais. Este fato faz das
integrinas moléculas alvo na terapia anti-tumoral (GINGRAS et al., 1995; PAULUS, TONN,
1994; PIJUAN-THOMPSON, GLADSON, 1997).

Assim, as desintegrinas tém sido estudadas como alternativa terapéutica no tratamento
e no diagnastico do cancer com o objetivo de inibir a acdo das integrinas na adesdo, migracao
e proliferagdo das células tumorais (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010;
KONSTANTOPOULOS; THOMAS, 2009). Os efeitos biologicos das desintegrinas
relacionam-se com suas ligaches a receptores celulares, sendo consideradas potentes

inibidores da adeséo celular, podendo ser utilizadas no combate de diversas patologias como,
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por exemplo, o cancer (NIEWIAROWSKI et al., 1994; SHEU et al., 1995; SOUZA et al.,
2000). O termo desintegrina foi usado pela primeira vez em 1989 para descrever um grupo de
moléculas de baixo peso molecular, ricas em cisteina, derivadas de venenos de serpentes, as
quais interagem com receptores da superficie celular (GOULD et al., 1990).

Algumas desintegrinas possuem a sequéncia adesiva RGD (arginina, glicina, &cido
aspartatico) através da qual se ligam especificamente ao colageno, fibronectina e vitronectina,
além de se ligar a outras integrinas RGD-dependentes como as integrinas ovfs e ospi,
presentes nas células do GBMs (AVRAAMIDES et al., 2008; KONSTANTOPOULOS;
THOMAS, 2009; DESGROSELLIER; CHERESH, 2010).

Derivados de desintegrinas, tais como o pentapeptideo ciclico RGDfV (arginina,
glicina, &cido aspartatico, D-fenilalanina, valina), o cRGDfK (arginina, glicina, acido
aspartético, D-fenilalanina, lisina) e o vicrostatin, estdo sendo estudados para combater o
cancer por serem inibidores das integrinas avBs, avfs € asp1 e ja apresentaram resultados
satisfatorios contra os GBMs (STUPP et al., 2007). Os mecanismos de acao destes inibidores
de integrinas sdo baseados na inibi¢do da integrina avfs, um importante componente da
resposta mediada por VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) o qual é um dos
principais fatores de crescimento relacionado ao processo de angiogénese. O outro
mecanismo esté relacionado com a inibicdo da expressdo da integrina avfs, a qual pode levar
a apoptose das ceélulas tumorais (NABORS, MIKKELSEN, ROSENFELD, 2007;
REARDON, FINK, MIKKELSEN, 2008; REARDON et al., 2008; STUPP et al., 2007).

Um dos grandes desafios para o uso de macromoléculas terapéuticas é que sua
administracdo oral é limitada, principalmente, pela intensa degradacdo enzimética nos fluidos
bioldgicos, baixa permeabilidade atraves das biomembranas e da barreira hematoencefalica
(BHE). Para contornar os problemas relacionados com a estabilidade das proteinas e a
consequente perda de atividade, pesquisadores comecaram a explorar vias alternativas de
administragdo, como por exemplo, a via nasal, e sistemas de liberacéo de farmacos, tais como
lipossomas, cristais liquidos, microemulsdes e nanoparticulas. Os sistemas de liberacéo
nanoestruturados representam uma estratégia interessante para administracdo de farmacos
protéicos, pois estes podem protegé-los contra degradacao e possibilitar liberacdo no local
especifico de acdo com uma taxa controlada (KANG; CHO; YOO, 2009).
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As nanoparticulas sdo sistemas carreadores que apresentam didmetro inferior a 1000
nm e podem ser formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso e desta forma obtém-se um sistema monolitico, em que néo é
possivel identificar um nacleo diferenciado, como é o caso das nanoparticulas de quitosana e
carboximetilquitosana preparadas pela técnica de gelificacdo ionotrépica empregadas neste
estudo (AMIDI et al., 2006; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007; DYER et al., 2002;
GUIMARAES, 2005; LAUS et al., 2006; SADEGHI et al., 2008; SCHAFFAZICK et al.,
2003).

As nanoparticulas podem ser administradas por diferentes vias, tais como a parenteral,
oral, oftdlmica e nasal (ILLUM, 1998; QUAN et al., 2008; SADEGHI et al., 2008;
SCHAFFAZICK et al., 2003). Apesar da via oral ser muito utilizada, a via nasal tem gerado
grande interesse como rota alternativa para administracdo de farmacos e biomoléculas que
sdo suscetiveis a degradacdo acida e enzimatica ou que sofrem metabolismo pré-sistémico
(GAVINI et al., 2008).

No caso de nanoparticulas de quitosana, a administracdo nasal apresenta grandes
vantagens na absor¢do sisttémica de proteinas, pois a mucosa nasal apresenta epitélio com
microvilosidades e uma grande area superficial, além de caracteristicas como camada
subepitelial altamente vascularizada e membrana basal com endotélio poroso que facilitam a
permeacdo da proteina na cavidade nasal (BARBI, 2011; BARBI et al., 2015; ILLUM, 2003;
MAINARDES et al., 2006).

O mecanismo de transporte das nanoparticulas através da mucosa nasal a fim de
permear a BHE ndo estéa totalmente elucidado até o momento. O mecanismo mais aceito € a
endocitose das nanoparticulas de quitosana pelas células endoteliais dos capilares do cérebro,
que compdem a maior interface entre o cérebro e o sangue; além disso, a superficie catidnica
da quitosana pode promover a abertura entre as células epiteliais facilitando a passagem de
proteinas através da BHE (KREUTER, 2001). Outros estudos demonstram que as
nanoparticulas com superficie catibnica, como a quitosana, podem atravessar a BHE por uma
rota de transporte vesicular de substancias catidnicas que envolve interacdo eletrostatica entre
as cargas positivas da quitosana e as cargas negativas da superficie endotelial (HERVE;
GHINEA; SCHERMANN, 2008).
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Outra hipdtese para os fa&rmacos administrados por via nasal atingirem o SNC é por
meio de transporte ao longo das vias nervosas olfativas que se localizam na por¢do superior
da cavidade nasal, na regido olfativa (DHURIA; HANSON; FREY, 2009). Os feixes de
axonios do bulbo olfatério atravessam a placa crivosa do 0sso etmoide proximos aos lobos
frontais e se prolongam até a mucosa olfatdria, constituindo um caminho pelo qual os
farmacos administrados por via nasal podem alcancar o SNC. Os mecanismos de transporte
da regido olfatoria para 0 SNC envolvem duas vias de transporte, a via intraneuronal onde o
farmaco passa da cavidade nasal ao SNC por meio do transporte axonal no nervo olfatério, o
que ocorre no prazo de horas a dias ap6s a administracdo do medicamento. Na via
extraneuronal o farmaco é transportado com fluidos dos canais perineurais e atinge 0 SNC em
questdo de minutos (RAPOPORT; WINNER, 2006; TALEGAONKAR; MISHRA, 2004).

Apesar do potencial da via nasal, os mecanismos de depura¢do mucociliar, o qual
remove rapidamente a formulacdo da cavidade nasal, é uma das barreiras que limitam a
absorcdo nasal de farmacos protéicos (MAINARDES et al., 2006). Uma estratégia utilizada
para retardar a remocdo da formulagdo pela depuracdo mucociliar é a utilizacdo de sistemas
mucoadesivos, que aumentam o tempo de retencdo da formulacdo na cavidade nasal (ILLUM
et al., 2003).

Moléculas catibnicas tém propriedades mucoadesivas pois podem interagir com a
superficie de absorcdo da mucosa nasal, a qual é carregada negativamente em pH fisioldgico
devido a natureza quimica das membranas celulares e das moléculas de mucina
(WOODLEY, 2001). Essa observacdo é base do mecanismo proposto para polimeros
catibnicos, como a quitosana, cuja mucoadesdo é estabelecida pelas interacdes eletrostaticas
com os grupos sialicos da mucina presente no muco, além de promover a absorcdo de
moléculas hidrofilicas pela promocao da reorganizacao estrutural das proteinas associadas as
juncdes intercelulares tanto na cavidade nasal quanto na BHE (BRAVO-OSUNA et al., 2007;
WOODLEY, 2001).

Nanoparticulas de quitosana para incorporagdo de desintegrinas foram desenvolvidas
por Kiill, 2012. As nanoparticulas de quitosana reticuladas com tripolifosfato de sddio e
incorporadas com a desintegrina DisBa-01 mostraram alta eficiéncia de encapsulagdo e
aumento significativo da mucoadesdo em mucosa nasal suina quando comparado com outros

polimeros com propriedades mucoadesivas. Em ensaios de inibi¢cdo da adesdo com células
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tumorais, a DisBa-01 incorporada em nanoparticulas promoveu maior inibi¢do quando
comparada somente com a DisBa-01, o que pode indicar que as nanoparticulas de quitosana
apresentaram efeito sinérgico e podem ser uma alternativa para administracdo nasal de
desintegrinas (KIILL, 2012). Partindo destes estudos iniciais € que buscamos entender como
ocorre a internalizacdo dos inibidores de integrinas encapsulados ou ndo na superficie das
nanoparticulas pelas células de GBMs.

Paralelamente, a fim de ampliar os estudos sobre o desenvolvimento das
nanoparticulas de quitosana por gelificagdo ionotrépica, nosso grupo de pesquisa em
colaboracdo com o Instituto de Quimica — UNESP, propds o uso de polifosfato como um
novo polianion reticulante. O polifosfato de sddio é constituido por cadeias lineares e ciclicas
de fosfatos maiores que o tripolifosfato de sédio (CORBRIDGE, 2013; DIAS FILHO, 2003;
RASHCHI; FINCH, 2000). O NaPOs, conhecido comercialmente como sal de Graham, é o
unico polifosfato solivel em &gua e é talvez o polifosfato de cadeia mais longa conhecida.
Industrialmente ele € produzido pelo choque térmico de NaPO3z fundido, processo que leva a
obtencdo do vidro (RASHCHI; FINCH, 2000).

A Figura 1 ilustra a forma como os tetraedros de fosfato se ligam para formar a

estrutura linear.

Figura 1 - Distribui¢do linear de cadeias de polifosfato de sddio. Cada tetraedro refere-se a um
grupamento fosfato PO,*.

A\ /}//J\\\ /%L\\x\ §
Vo Y

Fonte: DIAS FILHO, 2003.

Outro polimero bastante utilizado no desenvolvimento de nanoparticulas € a
carboximetilquitosana (CMQS) devido a vantagem de ser um derivado soltvel da QS e por
conter grupos amino e carboxil, os quais podem ser explorados para a biofuncionalizagdo das
nanoparticulas com ligantes.

O PEG e seus derivados tém sido muito empregados nas formulagdes como

componentes da matriz ou como revestimento. Também s&o utilizados como agentes de
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modificacdo de superficie das nanoparticulas para o acoplamento de macromoléculas como
os inibidores de integrinas. A peguilacdo das nanoparticulas contribui para prolongar o tempo
de meia-vida devido a diminuicédo da opsonizacao das nanoparticulas, devido ao impedimento
estérico causado pelas cadeias hidrofilicas. Além disso, o PEG pode contribuir para um
aumento da mucopenetragdo das nanoparticulas apds administracdo nasal (KATAOKA et al.,
2003; TOBIO et al., 1998).

Portanto, a associacdo de polimeros (como a CMCS) que apresentam grupos que
facilitam a peguilacdo e posterior acoplamento de ligantes em sua superficie, como 0s
inibidores de integrinas, podem ser utilizadas como nanoparticulas multifuncionais
terandsticas, pois também podem encapsular tanto farmacos quanto agentes de contraste,
como por exemplo, o gadolinio-DTPA (acido dietilenotriamina pentaacético) (Gd-DTPA).

O agente de contraste paramagnético Gd-DTPA tem sido utilizado em imagiologia
por ressonancia magnética de imagem (RMI). No entanto, este agente tem algumas limitacoes
que fazem dele um candidato para ser usado em sistemas de liberacdo de farmacos. O
gadolinio-DTPA sofre rdpida difusdo para o intersticio dos vasos e tem meia-vida curta
devido a rapida depuracdo renal. Além disso, o gadolinio-DTPA tem um problema que ¢ o
contraste insuficiente entre os tecidos saudaveis e tumorais, 0 que resulta em uma
correspondentemente baixa sensibilidade de diagnostico em RMI. Para ultrapassar tais
limitacBes, as nanoparticulas de CMCS funcionalizadas com inibidores de integrinas e
encapsuladas com Gd-DTPA estdo sendo estudadas como carreadores para a terapia e
diagndstico por imagem de GBMs. As nanoparticulas de CMCS carregadas com um agente
paramagnético de contraste (gadolinio) e acopladas com um inibidor de integrina em sua
superficie & uma interessante estratégia para atingir os alvos que sdo as integrinas ovfs, ovps €
asB1 altamente expressas em GBMs. A interacdo dessas nanoparticulas com as integrinas
pode promover um aumento da captacdo das nanoparticulas encapsuladas com o agente de
contraste pelas células de GBMs e, consequentemente, proporcionar um aumento na
quantidade de gadolinio no tumor, contribuindo, assim, para aumentar a sensibilidade da RMI
permitindo um diagndstico, progndstico e tratamento precoce muito mais preciso (CHEN et
al., 2011; BRUCKMAN, YU, STEINMETZ, 2013; DARRAS et al., 2010).

Portanto, estas pesquisas sd0 muito importantes, uma vez que apenas 10% dos

tumores cerebrais, como os glioblastomas, apresentam alguma responsividade as terapias
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convencionais. O desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo contendo agentes de
contraste para o diagnéstico e farmacos e macromoléculas para a terapéutica, pode ser uma
alternativa para o tratamento deste tipo de tumor, pois estas nanoparticulas poderiam facilitar
a entrega destes agentes por meio das interagdes entre inibidores de integrinas e integrinas

promovendo um tratamento e diagndstico direcionado e mais efetivo.
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7. CONCLUSOES

o As nanoparticulas de QS desenvolvidas pelo planejamento fatorial para a
encapsulacdo do cRGDfV e cRGDfK se mostraram promissoras para a administracao pela via
nasal, pois apresentaram elevadas propriedades mucoadesivas. Essa elevada mucoadesividade
das nanoparticulas de QS podem favorecer a permanéncia na mucosa nasal o que poderia
levar a um aumento da absorcdo do cRGDfV e cRGDfK e facilitar a passagem por meio das
vias olfativas que se localizam na porcdo superior da cavidade nasal. Estudos de
citotoxicidade e captacdo em células de GBMs, demonstraram que as nanoparticulas de
quitosana encapsuladas com os inibidores de integrinas foram ndo foram internalizadas por
endocitose, além de ndo apresentarem interagdes com as integrinas expressas na superficie
das células de GBMs. Observamos que 0s peptideos encapsulados apresentaram-se menos
citotoxicos que os peptideos em solucdo, ou seja, a encapsulacdo dos peptideos diminuiu a

citotoxicidade sobre as células de GBMs.

o As nanoparticulas de QS modificadas com PEG de forma supramolecular, ndo
sofreram reducdo nas propriedades mucoadesivas das nanoparticulas. A peguilacéo, alem de
promover um aumento da mucopenetracdo também  podem aumentar o tempo de
permanéncia na corrente circulatéria apds administracdo nasal. Os resultados de
citotoxicidade e captacdo foram semelhantes aos observados pelas nanoparticulas de QS sem
modificacdo com PEG. As nanoparticulas com os peptideos encapsulados se mostraram
menos citotoxicos em células de GBMs e foram internalizadas por mecanismos passivos. A
modificacdo da nanoparticula com PEG pode promover um aumento da meia-vida na
corrente sanguinea ap6s a administracdo nasal das nanoparticulas encapsuladas com cRGDfV
e cCRGDfK para atingirem o cérebro.

o As nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK na superficie apresentaram um
efeito citotoxico semelhante ao cRGDfK em solucdo. Nos experimentos de internalizagéo por
citometria de fluxo e microscopia confocal foi possivel observar que a presenca do cRGDfK

na superficie das nanoparticulas favorece uma interacao especifica com as integrinas av3 e
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avPB5 superexpressas nas celulas de GBMs. Esta interacdo entre nanoparticulas e integrinas
pode facilitar a passagem das nanoparticulas atraves da BHE. Através dos estudos de
competicdo, onde um competidor foi adicionado as células de GBMs observamos que houve
uma diminuicdo da internalizacdo das nanoparticulas funcionalizadas com cRGDfK. Este
resultado confirma que o cRGDfK na superficie das nanoparticulas compete com o inibidor
de integrina pela interacdo com a integrinas. Essas nanoparticulas funcionalizadas podem ser
exploradas como plataforma para a encapsulagdo de novos farmacos antitumorais e agentes

de contraste e podem ser utilizadas como sistemas teranosticos.

o Ambos os sistemas desenvolvidos com o cRGDfK encapsulado ou funcionalizado na
superficie das nanoparticulas podem ser promissoras. O cRGDfK encapsulado por ser
protegido da degradacdo 4cida e enzimatica, e mesmo encapsulado apresentou um efeito
citotoxico em células de GBMs. As vantagens em funcionalizar as nanoparticulas com o
cRGDfK na superficie é o direcionamento desses sistemas diretamente para o ambiente
tumoral que apresenta elevada expressdo de integrinas. Esse direcionamento pode promover

um efeito antitumoral localizado nas células de GBMs.

o As nanoparticulas de CMQS encapsuladas com Gd-DTPA e funcionalizadas com
vicrostatin na superficie apresentaram um aumento da encapsulacdo de gadolinio comparado
com o Magnevist® que ¢é usado na clinica. Nos estudos de internalizacdo em células de
GBMs, observou-se um aumento expressivo da captacdo e internalizacdo dessas
nanoparticulas. Além de funcionar como um sistema teranostico as nanoparticulas de CMQS
funcionalizada com vicrostatin. podem ser futuramente exploradas como plataforma para a
encapsulagdo de novos farmacos antitumorais unindo a terapia e diagndstico em uma Gnica

plataforma a fim de auxiliar no tratamento dos GBMs.
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