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RESUMO

MARCHINI, B. Desenvolvimento de nanoparticulas de PLGA encapsuladas
com paclitaxel e funcionalizadas com bevacizumabe para terapia do
carcinoma pulmonar. 2025. 56 p. Trabalho de Conclusdo de Curso -
Departamento de Genética e Evolugéo, Universidade Federal de Sdo Carlos, Sédo
Carlos, 2025.

O cancer de pulmé&o € uma neoplasia maligna de grande incidéncia e mortalidade,
ocupando o segundo lugar entre os mais comuns no mundo, segundo a
International Agency for Research on Cancer. O cancer de pulméao de células nao
pequenas (NSCLC) representa cerca de 85% dos casos registrados. Mesmo com
grandes avang¢os no tratamento tenham sido alcangados nos ultimos anos, a
nanomedicina representa uma importante ferramenta na abordagem de novas
possibilidades terapéuticas, oferecendo alternativas para superar dificuldades
comuns dos tratamentos convencionais. O presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e caracterizar um sistema de liberacdo baseado em nanoparticulas de
PLGA funcionalizadas com bevacizumabe, um anticorpo monoclonal recombinante,
para encapsulacéo e entrega do Paclitaxel, um quimioterapico que é considerado o
avangco mais significativo na quimioterapia das ultimas duas décadas para
tratamento do carcinoma pulmonar. Duas metodologias de sintese (quimica e
eletrostatica) foram testadas de forma a avaliar a encapsulagéo do PTX e a ligagao
do BVZ. Com as formulacbes desenvolvidas, foram realizadas caracterizacdes
fisico-quimicas comparando as duas técnicas, bem como as variagdes na
concentracdo do farmaco e do anticorpo. As técnicas desenvolvidas neste trabalho
demonstraram que a nanoparticula sintetizada via Sintese Quimica com menor
quantidade de anticorpo apresentou maior estabilidade, com uma média de
tamanho de 261,35 nm, PDI de 0,41, Potencial Zeta de -13,94, 1,07.10"
particulas/mL e aproximadamente 99,97% de Eficiéncia de Encapsulagédo do
Paclitaxel e 99,94% de Eficiéncia de Ligagcdo do bevacizumabe. Portanto, este
trabalho demonstrou grande potencial para o desenvolvimento de diferentes
técnicas de formacao de nanoparticulas, visando uma aplicagdo mais precisa no

tratamento do cancer de pulmao.

Palavras-chave: nanoparticulas de PLGA, paclitaxel, bevacizumabe, carcinoma

pulmonar.
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1. INTRODUGAO
11. CANCER DE PULMAO

O cancer de pulmao corresponde a 12% dos casos totais de cancer no
mundo, o que o torna o tipo de cancer mais frequente e a maior causa de morte por
cancer em homens e mulheres combinados (Bade, Cruz, 2020). O principal fator de
risco da doenga € o fumo de cigarros, que € responsavel por cerca de 80% dos
casos de cancer de pulmdo no mundo (Testa et al, 2018). Existem ao menos 69
substancias carcinogénicas na composi¢cao dos cigarros (Schabath; Coté, 2019),
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e nitrosaminas, e a ativagado dessas
pode resultar em metilacdo de genes, amplificagdo ou exclusdo de segmentos de
DNA, alteragées na sequéncia de DNA ou ganhos ou perdas de cromossomos
inteiros (Barta et al, 2019).

Ademais, outros fatores de risco importantes sao cigarros eletronicos,
tabagismo passivo, poluicdo do ar e fatores genéticos. O cancer de pulméo
apresenta dois subtipos histolégicos principais: cancer pulmonar de células
pequenas (small-cell lung cancer ou SCLC) e cancer pulmonar de células
nao-pequenas (non-small cell Ilung cancer ou NSCLC), responsaveis,

respectivamente, por 15 e 85% dos casos registrados (Kriegsmann et al, 2020).

1.2. CANCER DE PULMAO DE CELULAS NAO-PEQUENAS

O NSCLC é classificado em 3 tipos principais: tumor de células grandes,
adenocarcinoma e carcinoma escamoso (Duma, Santana-Vila, Molina, 2019). O
carcinoma escamoso é responsavel por 30% dos casos de cancer e sdo marcados
pela presenga dos marcadores imuno histoquimicos CK5, CK6, p40 e
desmogleina-3, além de tenderem a surgir de células do epitélio das vias aéreas. Ja
o adenocarcinoma representa 40% dos casos da doenga e se origina das células
alveolares, tendendo a expressar marcadores imuno histoquimicos como TTF-1 e
napsina A. Os tumores de células grandes, por sua vez, sdo compostos por células
com citoplasmas volumosos e nucléolos grandes e representam cerca de 10% dos
casos de cancer de pulmao.

A quantidade de tratamentos disponiveis depende tipo de célula histoldgica,
estagio e condicdo clinica; no entanto, apesar dos bons resultados a curto prazo, os

tratamentos convencionais, como cirurgia e radioterapia, apresentam uma baixa
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taxa de resposta a longo prazo devido a sua falta de especificidade no tumor e a
elevada citotoxicidade fora do alvo (Garcia-Fernandez et al, 2020). Nesse sentido,
as nanoparticulas atuam como drug-delivery systems, garantindo uma liberagao

especifica dos farmacos com menor toxicidade.

1.3. ANGIOGENESE

A angiogénese € o processo no qual novos vasos sao formados a partir de
vasos existentes, sendo uma resposta compensatoria primaria a diminuicido da
oxigenagao tecidual. (lruela-Arispe; Zovein, 2017; Thomas, 2016). Este processo
pode ser classificado em dois tipos, sendo eles a angiogénese por brotamento e a
angiogénese por intussuscepcgédo (Chellappan et al, 2018). A angiogénese por
brotamento é caracterizada pelo crescimento de novos vasos sanguineos a partir de
vasos sanguineos pré-existentes e geralmente ocorre durante o desenvolvimento
embrionario, enquanto a angiogénese por intussuscepgao consiste no aumento da
complexidade dos vasos sanguineos recém-formados numa rede vascular.

Em tecidos saudaveis, ndo ha angiogénese significativa, uma vez que os
vasos sanguineos sdo formados durante o desenvolvimento embrionario, em
resposta a ovulacdo e na recuperacdo de ferimentos (Karlsson et al, 2018).
Contudo, em tumores solidos, novos vasos sanguineos sao formados como
resposta a hipoxia do ambiente, uma vez que a hipoxia tumoral induz a regulagéo
positiva de fatores de crescimento pré-angiogénicos nas células tumorais, como
angiogenina e fatores de crescimento de fibroblastos e vasculares. Esses novos
vasos favorecem a progressao da doenga por contribuirem com o crescimento dos
tumores e com o processo de metastase.

Diferentemente da constituicdo de vasos sanguineos maduros em
circunstancias normais, os vasos presentes dentro do tumor sdo complexos,
desordenados, irregulares e apresentam vazamentos, resultando em hipdxia e na
entrega ineficaz de agentes antineoplasicos ao ambiente microscopico do tumor
(Yang, Yan, Liu, 2018). Ambos os tipos de angiogénese - por brotamento ou por
intussuscepgao - s&o igualmente importantes no auxilio ao crescimento dos
tumores, porque uma alta vascularizagdo garantira a sobrevivéncia e o crescimento
do tumor e permitira metastases para outras partes do corpo (Chellappan et al,
2018).

12



Dentre os fatores pré-angiogénicos secretados pelo tumor, os Fatores de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGFs) e, especialmente, VEGF-A, foram
identificados como elementos essenciais na indugdo da angiogénese tumoral
(Garcia et al, 2020). Os VEGFs se ligam as tirosina-quinases dos receptores do
VEGF (VEGFR1-3) nas células endoteliais ativando sua via de sinalizagao, e por
meio desses mecanismos, estimulam a proliferacdo e a sobrevivéncia das células
endoteliais e aumentam a permeabilidade dos vasos, assim apoiando as demandas
metabalicas do tumor em crescimento.

Dada a importancia da angiogénese na biologia dos tumores, esforgos no
desenvolvimento de medicamentos nas ultimas décadas tém sido dedicados a
inibicdo da angiogénese, tendo o VEGF-A como um alvo terapéutico para a

normalizagao da vasculatura tumoral (Garcia et al, 2020).

1.4. NANOMEDICINA

A nanomedicina consiste na integragdo da nanotecnologia a medicina, e
possibilitou a ultrapassagem de limitagdes relativas aos tratamentos convencionais
do cancer (Paras Mani Giri et al, 2023). A principal inovagdo nesta metodologia de
tratamento € a incorporagdo dos nanomateriais (Chancino et al, 2014) e seu
transporte exato até o local-alvo (Javad Sharifi-Rad et al, 2021). Dessa forma,
garante-se um tratamento eficaz e seguro, uma vez que as nanoparticulas podem
ser projetadas com diversos agentes quimioterapicos e entregues diretamente no
local do tumor (Ventola, 2012).

As nanoparticulas sdo usadas como carreadores de farmacos; no caso do
cancer, de quimioterapicos diretamente ao tumor (Javad Sharifi-Rad et al, 2021). O
uso das nanoparticulas como formas de drug-delivery system é muito eficiente por
algumas caracteristicas intrinsecas delas, como longo tempo de circulagao,
penetracdo intracelular aprimorada, eficiéncia de encapsulacdo, estabilidade
fisiologica, liberacdo prolongada e controlada do farmaco e melhor
biodisponibilidade (Kanwar et al, 2019; Paras Mani Giri et al, 2023). Para garantir
que o carreamento do farmaco seja feito de forma eficiente, € necessario que a
nanoparticula seja biocompativel, ou seja, que n&o cause resposta imune ou

qualquer efeito negativo no organismo (Wilczewska, 2012).
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Em relacdo ao tratamento de doengas pulmonares, os tratamentos
convencionais sdo aplicados de forma sistematica ou diretamente nos pulmdes via
inalagcédo; neste caso, a inalagdo de farmacos livres, com moléculas em forma de
aerossol, e sua rapida liberacdo resulta em alta toxicidade pulmonar (Yetisgin,
2020). Além disso, a eficacia do medicamento é restrita pelo tamanho do aerossol,
uma vez que moléculas com dimensdes superiores a 5 ym ndo conseguem
atravessar o sistema respiratério superior, particulas na faixa de 1 a 5 ym
depositam-se principalmente no sistema respiratorio inferior e as particulas menores
que 1 ym permanecem em suspensao no ar e sdo expiradas. Nesse sentido, os
drug-delivery = systems baseados em nanoparticulas permitem  maior
biodisponibilidade, liberagdo controlada e menor dosagem e frequéncia de

aplicagao.

1.5. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

As nanoparticulas poliméricas sao sintetizadas a partir de polimeros
sintéticos ou naturais (Wilczewska, 2012), e apresentam estrutura soélida com
tamanho variavel entre 10 nm e 1 pym (Kanwar et al, 2019). Elas podem ser
carregadas com compostos ativos em seu interior ou que ficam adsorvidos na
superficie do nucleo polimérico, sendo uma ferramenta eficiente na entrega de
farmacos.

As vantagens das nanoparticulas poliméricas como transportadores de
farmacos incluem seu uso potencial para liberagdo controlada, a capacidade de
protecdo do farmaco e outras moléculas com atividade biolégica contra o ambiente,
melhora da biodisponibilidade e indice terapéutico (Carreiré et al, 2020). Outra
caracteristica vantajosa deste tipo de nanoparticula é sua estabilidade em fluidos
bioldgicos, além da capacidade dos polimeros de encapsular o farmaco no interior
da particula ou de adsorvé-lo na membrana (Gagliardi et al, 2021).

Duas propriedades essenciais na escolha de polimeros para sintese das
nanoparticulas poliméricas sdo a citotoxicidade e a biodegradabilidade (Adhikari,
2021). Em relacdo a citotoxicidade, € importante que o polimero escolhido nao
interaja negativamente com os tecidos e 6rgdos do corpo, 0 que comprometeria a
acao da nanoparticula. A biodegradabilidade, por outro lado, € significativa pois os

polimeros biodegradaveis, apds sua degradagéo, geram subprodutos inofensivos e
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biocompativeis (Idrees et al, 2020). Dessa forma, a utilizacdo destes polimeros
reduz os efeitos colaterais de um determinado medicamento, além de reduzirem

efeitos inflamatdrios e apresentarem boa permeabilidade.

1.6. PLGA

O PLGA (poli acido latico co-glicélico) € um polimero biocompativel e
biodegradavel amplamente utilizado na sintese de nanoparticulas e outras
aplicagcbes biomédicas (Danhier et al, 2012; Ghitman et al, 2020). Sua sintese
ocorre por co-polimerizagao por abertura de anel dos dimeros ciclicos de acido
glicdlico e acido latico na presenca de isopropdxido de aluminio ou alcdxido de
estanho Il como catalisadores de reagao (Figura 1). As formas do PLGA sao
identificadas pela proporcéo dos polimeros usados na sintese; por exemplo, o PLGA

75:25 é composto por 75% de acido latico e 25% de acido glicdlico (Sharma et al,

b= wr“

ACIDO LATICO ACIDO GLICOLICO PLGA

HIDROLISE

VIAS METABOLICAS ¢———— \Hk )k/

ACIDO LATICO ACIDO GLICOLICO

Figura 1: sintese e metabolismo do PLGA onde X e Y representam o niumero de unidades de acido

lactico e acido glicdlico, respectivamente. Adaptado de Alvi et al, 2022.

Uma das principais vantagens do uso do PLGA em drug-delivery systems é
sua baixa toxicidade sistémica, uma vez que a hidrélise do polimero resulta em dois
mondmeros (acido latico e acido glicdlico) que ja sdo naturalmente metabolizados
pelo corpo humano via ciclo de Krebs e eliminados na forma de agua e diéxido de
carbono (Danhier et al, 2012). O polimero também proporciona uma melhoria no

efeito de permeabilidade e retencdo, assegurando a administracdo sustentada e
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controlada de farmacos no tratamento do cancer (Hock Ing Chiu et al., 2021). Além
disso, promove um aumento na concentragdo de medicamentos na vasculatura
tumoral e direciona a entrega por meio de superficie conjugada com ligantes de

direcionamento.

Nanoparticulas de PLGA com farmacos encapsulados sdo de especial
interesse para administragdo intracelular de medicamentos devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e caracteristicas de liberagdo prolongada
(Khan et al, 2016). Ja foi demonstrado na literatura (Fonseca, Simdes, Gaspar,
2002) que a incorporacdo de paclitaxel nas nanoparticulas de PLGA aumenta
fortemente a sua eficacia antitumoral em comparacdo com o medicamento livre,
sendo este efeito mais relevante para tempos de incubagdo prolongados com

células.

1.7. BEVACIZUMABE

Bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado do tipo IgG1, com
peso molecular de 149 kDa, que se conecta ao fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A) humano e impede a interagcédo entre o VEGF-A e os receptores
tirosina quinases do VEGF, impedindo a angiogénese tumoral (Sousa et al, 2017). E
metabolizado através do catabolismo proteolitico em todo o organismo, incluindo
nas células endoteliais, de maneira semelhante ao metabolismo e a via de excrecao
da imunoglobulina G endégena (Keating, 2014).

As células cancerigenas apresentam alta taxa metabdlica, o que resulta em
um ambiente em constante estado de hipdxia, uma vez que a demanda e o
consumo de oxigénio sdo elevados (Kazazi-Hyseni, Beijnen, Schellens, 2010).
Normalmente em tais condi¢des, o fator induzivel por hipoxia (HIF) se liga ao
elemento de resposta a hipoxia presente no gene VEGF, induzindo assim a
transcricdo da proteina VEGF, a qual se liga aos receptores VEGF-A (Sousa et al,
2017). Esses receptores sdo expressos na superficie das células endoteliais e
desempenham um papel critico no favorecimento da angiogénese, estimulando o
recrutamento e a proliferacdo de células endoteliais. O bevacizumabe bloqueia a
interacdo entre o VEGF-A e seus receptores na superficie das células, inibindo
assim a angiogénese, o que reduz o suprimento sanguineo ao tumor e impede seu

crescimento.
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1.8. PACLITAXEL

O paclitaxel (PTX) é um diterpenoide pseudoalcaloide que consiste em um
anel taxano e um grupo N-benzoilfenilisoserina (Alves et al, 2018). Este composto
farmacéutico apresenta formula molecular C,;Hs;NO,, (Figura 2) e peso molecular
de 853 Da, pertencendo a classe dos taxanos e atuando como agente estabilizador
de microtubulos. O paclitaxel vem sendo amplamente utilizado no tratamento de
diversos tipos de cancer devido a sua capacidade de bloquear a progressao do ciclo
celular. Também é usado em doencas coronarias, doencas de pele, fibrose renal e
hepatica, inflamacao, e ensaios clinicos estdo sendo conduzidos para doencas

cerebrais degenerativas e regeneracao de axdnios (Zhu, Chen, 2019).

Iz
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Figura 2: estrutura molecular do PTX. Fonte: MARKMAN, MEKHAIL, 2002.

Ao contrario de outros medicamentos anticancerigenos que se ligam a
tubulina e impedem a montagem dos microtubulos, o paclitaxel promove a jungao da
tubulina em microtubulos e previne a dissociagdo destes, bloqueando a progresséo
do ciclo celular, prevenindo a mitose e inibindo o crescimento de células
cancerigenas (Zhu, Chen, 2019). Os microtubulos sdo os principais constituintes do
citoesqueleto e estdo presentes em todos os tipos celulares, inclusive nas células
tumorais, e sdo polimeros proteicos longos, filamentosos e em forma de tubo,
compostos por heterodimeros de tubulinas a e B (Algahtani, 2019). O paclitaxel se
liga aos 31 aminoacidos iniciais na extremidade N-terminal da subunidade B-tubulina
no microtubulo, e essa unido estabiliza os microtubulos, intensificando a
polimerizagcdo dessas estruturas, o que resulta no bloqueio do ciclo celular na fase

G2/M e no processo de morte celular.
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E importante ressaltar que o PTX ndo afeta a sintese de DNA e RNA nas
células cancerigenas nem danifica as moléculas de DNA, uma vez que atua no
equilibrio dindmico dos microtubulos e tubulinas (Yan-Hua et al, 2020). Além disso,
o paclitaxel também pode restringir a angiogénese tumoral, uma vez que diminui a
migracgdo endotelial de células em concentragdes de 107 a 10° M (Clemente et al,
2019). Estudos in vitro, ex vivo e in vivo demonstraram que o paclitaxel impede a
proliferagdo, motilidade e migragdo de células endoteliais ao interferir em diversas
vias de sinalizagcao celular envolvidas na angiogénese (Kargozar, 2020). Duas das
proteinas-alvo mais importantes e bem definidas do paclitaxel sdo VEGF e FGF-2
em células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECSs), e ja foi comprovada a
capacidade do paclitaxel em reduzir in vitro a expressdao de Ang-1, um fator
pré-vasculogénico e angiogénico (Hata et al, 2004), e induzir a expressao de TSP-1,
um potente inibidor endégeno da angiogénese.

Devido a sua baixa solubilidade em agua, o PTX é frequentemente formulado
com etanol e Cremophor® (6leo de ricino polioxietilado), o qual vem sendo apontado
como possivel fonte dos efeitos colaterais associados ao paclitaxel, principalmente
em relacdo a neurotoxicidade (Ramalingam, Belani, 2004). Nesse contexto, as
nanoformulag¢des de PTX s&o capazes de melhorar as propriedades farmacologicas
do PTX sem a necessidade do uso de solventes como o Cremophor®, diminuindo
assim o aparecimento de efeitos colaterais e mantendo a agao do farmaco.

A utilizacdo conjunta de PTX e BVZ vem sendo testada com sucesso como
forma de tratamento de diversos tipos de cancer (Miller et al, 2007; Bilger et al,
2022; Cortot et al, 2020; Funasaka et al, 2021), sobretudo visando a combinag¢ao
das propriedades anticancerigenas de cada um dos compostos. Yanagisawa e
colaboradores (2010) relataram que a acao antitumoral sinérgica do paclitaxel e
bevacizumabe em conjunto pode ser decorrente do aumento na concentragcédo de
paclitaxel no tumor, resultante da diminuicdo da permeabilidade vascular quando
administrado simultaneamente com o bevacizumabe.

Neste trabalho, foi proposta a sintese de nanoparticulas de PTX
funcionalizadas com BVZ, com a intengdo de aumentar a eficacia do tratamento de
NSCLC ao combinar a capacidade antiangiogénica de BVZ com a acéo
quimioterapica de PTX, além de melhorar a entrega direcionada, reduzir toxicidades

e explorar a sinergia dos dois farmacos.
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2. OBJETIVOS
21. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagao
de um sistema de liberacdo baseado em nanoparticulas de PLGA encapsuladas
com paclitaxel e funcionalizadas com bevacizumabe para tratamento do carcinoma

pulmonar.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Obtencao das nanoparticulas de PLGA e paclitaxel por conjugagcao
quimica e eletrostatica;
e Encapsulagao do paclitaxel,
e Funcionalizagdo das nanoparticulas com bevacizumabe;
e Caracterizagdo das nanoparticulas por determinacdo do tamanho
médio, carga superficial, morfologia, eficiéncia de encapsulacdo e

perfil de liberacao.
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3. METODOLOGIA
3.1. SOLVENTES E REAGENTES
Paclitaxel — Sigma Aldrich Co. (St Louis, MO, EUA);
Ultrafiltro de centrifugagdo Amicon® — Merck KGaA (Alemanha);

Agua ultrapura obtida no sistema MiliQ — Merck Millipore (Alemanha).

o0 ® >

Poli (acido lactico-co-glicolico) 50:50 - Sigma Aldrich Co. (St Louis,
MO, EUA);

Acetona - Exodo Cientifica (Sumaré, SP);

m

F. Avastin ® Bevacizumabe - Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Alemanha);

G. Diclorometano - Sigma Aldrich Co (St Louis, MO, EUA);

H. Poliacetato de Vinila - Sigma Aldrich Co (St Louis, MO, EUA);

I.  N-hidroxisuccinimida - Sigma Aldrich Co (St Louis, MO, EUA);

J. 1-Etil-3-(3dimetilaminopropil) carbodiimida - Sigma Aldrich Co. (St
Louis, MO, EUA);

K. Solugdo Tampao PBS pH 7,4;

L. Polietilenoimina - Sigma Aldrich Co (St Louis, MO, EUA).

3.2. SINTESE POR CONJUGACAO ELETROSTATICA
3.2.1. PREPARAGAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas com farmaco foram preparadas por
emulsificagdo-evaporagdo de solvente, na qual a difusdo do solvente na fase
aquosa leva a formagao das NPs (Leroux et al, 1995). A fase organica foi composta
por 1 mg de Paclitaxel dissolvido em 200 uL de acetona e por 20 mg de PLGA 50:50
dissolvidos em 800 uL de diclorometano (Liu et al, 2019). A fase organica foi
adicionada gota a gota a 5 mL de solu¢do de PVA 0,5% e 2 mg de polietilenimina e
a mistura foi sonicada em banho de gelo por 3 minutos a 300W. Por fim, a emulsao
final foi agitada a temperatura ambiente (25° C) por 6 horas e lavadas. As
nanoparticulas brancas foram preparadas pela mesma metodologia, contudo sem a

adicdo de paclitaxel.
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3.2.2. FUNCIONALIZAGAO COM BVZ

A funcionalizagdo das nanoparticulas com farmaco e brancas foi feita com
duas quantidades diferentes de bevacizumabe. A primeira ocorreu pela mistura de
40 uL de BVZ (Avastin® Roche, 25mg/mL) com as NPs em 960 uL de PBS (pH 8)
por 2 horas em geladeira; e a segunda, pela mistura de 20 uL de BVZ com 980 uL
de PBS seguindo o mesmo procedimento anterior. Em seguida, foi realizada a

centrifugacéo a 4000 rpm para remocao de ions livres e BVZ nao ligado.

3.3. SINTESE POR CONJUGACAO QUIMICA
3.3.1. PREPARAGAO DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas com PTX foram preparadas por emulsificacdo-evaporacao
de solvente, na qual a difusao do solvente na fase aquosa leva a formacao das NPs
(Leroux et al, 1995). A fase organica foi composta por 1 mg de PTX dissolvido em
200 uL de acetona e por 20 mg de PLGA 50:50 dissolvidos em 800 ulL de
diclorometano (Liu et al, 2019). A fase organica foi adicionada gota a gota a uma
solugédo de PVA 0,5% e a mistura foi sonicada em banho de gelo por 3 minutos a
300W. Por fim, a emulsao final foi agitada a temperatura ambiente (25° C) por 6
horas e lavadas. As nanoparticulas brancas foram preparadas pela mesma

metodologia, contudo sem a adi¢ao de paclitaxel.

3.3.2. FUNCIONALIZAGAO COM BVZ

Na Sintese Quimica, a funcionalizagdo das nanoparticulas com e sem o
farmaco ocorreu através de uma reacao carbodiimida: 2 mM de EDC e 5 mM de
NHS foram acrescentados a 2mL de nanoparticulas. A solucdo permaneceu em
agitacao por 4 horas a 25°C e, em seguida, centrifugada para retirar o excesso de
EDC e NHS, sendo assim foram coletadas nanoparticulas.

Por fim, a ligagdo do BVZ ocorreu pela incubacao das NPs em PBS pH 7,4
juntamente com duas quantidades diferentes de BVZ (40 e 20 ulL) por 18 horas em
geladeira. Em seguida, foi realizada a centrifugagcéo a 4000 rpm para remogao de

ions livres e BVZ nao ligado.
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3.4. CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS
3.41. DIAMETRO HIDRODINAMICO, iNDICE DE
POLIDISPERSIVIDADE E POTENCIAL ZETA

O diametro hidrodinamico das nanoparticulas foi realizado através do
Zetasizer (Malvern espectrdmetro Nano ZS — Malvern Instruments, UK) com base
na dispersao de luz (Dynamic Light Scattering - DLS). O DLS mede o diametro
hidrodinamico das particulas ao determinar a velocidade dos movimentos
brownianos de uma particula em suspensdao. As analises foram realizadas em
triplicata e a temperatura de 25°C.

Para a determinagcéo do tamanho, PDI e potencial zeta das nanoparticulas,
as amostras das NPs foram diluidas 1000x em agua Milli-Q. O didmetro médio de
cada formulacdo, o seu PDI e o potencial zeta foram obtidos a partir da média

proveniente de trés medidas e analisadas em triplicata.

3.4.2. ANALISE DE ESTABILIDADE

As NPs foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C e tiveram suas medidas de
potencial Zeta, PDI e Diametro Hidrodinamico realizadas semanalmente durante 5

meses.

3.4.3. ANALISE DE RASTREAMENTO (NTA)

A analise de rastreamento foi obtida no equipamento Malvern NanoSight
NS300 com o objetivo de verificar o didametro e a concentragdo das nanoparticulas
por volume (mL). Para isso, as amostras foram diluidas 1000x em agua milli-Q. A
captura e analise dos dados foi realizada no software ZetaView 8.02.26 e os videos
das amostras foram captados por camera EMCCD 215S. Todas as medi¢des foram

realizadas em triplicata e a temperatura ambiente.

3.4.4. EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO DO PTX

A eficiéncia de encapsulamento do PTX foi quantificada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando um método analitico ja validado no
grupo de pesquisa (Gnano). Foram coletados os sobrenadantes das lavagens das
amostras de PLGA-PTX, que foram passados em filtro 0,22 ym deixando apenas o

PTX ndo encapsulado (livre) passar pelo filtro. Esse liquido foi coletado em vial para
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quantificagcdo em CLAE, utilizando o equipamento Agilent 1260 Infinity II. O célculo
da porcentagem da eficiéncia de encapsulamento (% EE) foi realizado através da

férmula:

EE (%) = (Quantidade total de composto inicial — Quantidade de composto livre (HPLC)) x 100

Quantidade total de composto inicial

Férmula 1. Calculo da eficiéncia de encapsulamento do PTX.

3.4.5. EFICIENCIA DE LIGAGAO DO BVZ

A quantidade de bevacizumabe ligada a superficie das nanoparticulas foi
determinada indiretamente através de ensaios BCA, que consiste em um método de
quantificacao proteica. Apos o preparo das nanoparticulas com BVZ, foi realizada a
centrifugagdo com um ultrafiltro de centrifugagdo Amicon® e o sobrenadante foi
recolhido e analisado para determinagao indireta da quantidade de BVZ ligada as
nanoparticulas, por meio do Ensaio BCA. As solu¢gdes dos reagentes foram
preparadas e, apds a adicdo das nanoparticulas, incubadas por 30 minutos a 39°C
e, em seguida, inseridas para leitura no leitor de placa no comprimento de onda de
562 nm.

3.4.6. MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

A estrutura das nanoparticulas foi analisada por meio de imagens de
microscopia de forgca atémica (AFM). O principio basico do AFM é que uma ponta
afiada nanométrica montada em um cantilever flexivel € escaneada através de uma
superficie, e as forgcas de interagdo dependentes da distancia entre a ponta e a
amostra sdo usadas para detectar a proximidade da superficie e para construir uma
imagem enquanto a ponta segue os contornos da superficie (Hammond; Ryadnov;
Hoogenboom, 2020). Para serem analisadas, as nanoparticulas foram diluidas 1000

vezes, depositadas em silicio e secas a temperatura ambiente sob vacuo.
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3.4.7. PERFIL DE LIBERAGAO PTX

Com o objetivo de avaliar o perfil de liberagdo do PTX das nanoparticulas de
PLGA, foram concentradas de forma a obter 1 mg/mL de paclitaxel para permitir a
leitura. Volumes de 200 pL das amostras foram diluidos em 200 uL de PBS pH 7.4
0,5% SDS e incubados a 37 °C sob constante agitagao 1000 rpm no Thermo-Shaker
(Agimaxx); aliquotas do sobrenadante foram coletadas em intervalos
pré-determinados (0,5 h, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 24h). A concentragdo do PTX foi
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia através de método analitico
previamente validado e a porcentagem de liberacdo foi calculada com base na
quantidade de paclitaxel no sobrenadante em comparagdo com a quantidade

presente na nanoparticula.

3.4.8. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

As alteragcbes nos grupos funcionais dos materiais ativos (PTX e BVZ) e do
sistema carreador (PLGA) foram detectadas usando espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier utilizando um espectrofotdmetro Nicolet
iS50 FTIR (Thermo Fischer Scientific)), com resolugdo 4 cm”, no modo
transmitancia, em atmosfera saturada com nitrogénio, no intervalo de 400 a 4000
cm™. As nanoparticulas foram analisadas sem diluigdo, colocadas sob substrato de
silicio e secas a temperatura ambiente. Cada espectro foi obtido a partir da média
de 128 medidas, sendo analisadas as nanoparticulas brancas, as carregadas com

PTX e as nanoparticulas funcionalizadas com o anticorpo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
41. SINTESE E ESTRUTURA DAS NANOPARTICULAS
41.1. SINTESE POR CONJUGACAO ELETROSTATICA

Para a preparacdo das NPs, foram selecionados os componentes da fase
organica com base em suas propriedades, interagcdo com o solvente e capacidade
de formar um sistema estavel e eficiente para o encapsulamento do PTX e ligagao
do BVZ. Nesta sintese, PEl foi adicionado para ajustar o potencial zeta das
nanoparticulas para melhor conjugacgéo eletrostatica ao bevacizumabe, uma vez
que as nanoparticulas feitas apenas com PLGA tém carga positiva (Liu et al, 2019).
Além disso, a adi¢cao de PEI a nanoparticula permite que os grupos carboxila do
BVZ se liguem aos grupos amina expostos do PEI (Ferreira et al., 2017). A Figura 3

ilustra a metodologia de Sintese por Conjugacgao Eletrostatica.

PVYA +PEI PTX + ACETONA BVZ NP PLGA + PTX +
BVZ
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Figura 3: Representagdo da Sintese Eletrostatica. (1) Mistura das solugdes: PVA + PEI, PTX + Acetona,
PLGA + Diclorometano. (2) Sonicagdo em banho de gelo. (3) Agitagéo por 6 horas. (4) Centrifugacao. (5)
Diluicdo das NPs em PBS 7.4 e adigédo do BVZ. (6) Agitagao por 18 horas. (7) Centrifugagao. (8) Obtengéo da
nanoparticula de PLGA e PTX funcionalizada com BVZ. Fonte: elaborado pela autora.

Foram obtidos 6 sistemas de nanoparticulas: NP PLGA + PTX (ndo
funcionalizada), NP PLGA branca (sem paclitaxel e sem funcionalizagao), NP E BVZ
1 (1mg/mL de paclitaxel e 1mg/mL de BVZ), NP E Branca BVZ 1 (sem paclitaxel e
com 1mg/mL de BVZ), NP E BVZ 0,5 (1mg/mL de paclitaxel e 0,5 mg/mL de BVZ) e
NP E Branca BVZ 0,5 (sem paclitaxel e com 0,5 mg/mL de BVZ).

4.1.2. SINTESE POR CONJUGAGAO QUIMICA

Na conjugacao eletroquimica, ndo houve adigao de PEI, sendo acrescentado
apenas PVA a solucédo inicial. No entanto, a conjugacado do bevacizumabe se deu
através de uma reagdo com NHS e EDC, formando uma ligacao estavel.

O EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) atua como um agente de

acoplamento usado para ativar grupos carboxilicos presentes na nanoparticula,
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convertendo-os em intermediarios reativos. Este intermediario é transitério e pode
reagir rapidamente com nucledfilos, como grupos amina (-NH:), formando uma
ligacdo amida estavel. No entanto, sem estabilizac&o, o intermediario formado pelo
EDC pode hidrolisar rapidamente em solugbes aquosas, diminuindo a eficiéncia da
reagao (Ferreira et al., 2017). A N-hidroxisuccinimida (NHS) é frequentemente
adicionada a reagéo para melhorar sua eficiéncia e estabilidade. O NHS reage com
o intermediario ativado pelo EDC, formando um éster de NHS, que reage com os
grupos amina disponiveis no anticorpo, formando ligagées amida covalentes (Figura
4). Este éster € mais estavel em solugédo do que o intermediario inicial de EDC,

permitindo maior tempo para que a reagéo ocorra.
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Figura 4: Representacao esquematica da reagcdo NHS/EDC. Fonte: adaptado de Karve (2011).

A Figura 5 ilustra a metodologia de Sintese por Conjugacao Quimica.
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Figura 5: Representacéo da Sintese Quimica. (1) Mistura das solugdes: PVA, PTX +

Acetona, PLGA + Diclorometano. (2) Sonicagdo em banho de gelo. (3) Agitagdo por 6 horas. (4)
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Centrifugacéao. (5) Adicao de solugdes de NHS e EDC. (6) Agitacao por 4 horas. (7) Centrifugacao.
(8) Adicao de BVZ. (9) Agitagdo por 18 horas. (10) Centrifugagéo. (11) Obtencao da nanoparticula de

PLGA e PTX funcionalizada com BVZ. Fonte: elaborado pela autora.

Foram obtidos 6 novos sistemas de nanoparticulas: NP PLGA + PTX (n&o
funcionalizada), NP PLGA branca (sem paclitaxel e sem funcionalizagao), NP Q
BVZ 1 (1mg/mL de paclitaxel e 1mg/mL de BVZ), NP Q Branca BVZ 1 (sem
paclitaxel e com 1mg/mL de BVZ), NP Q BVZ 0,5 (1mg/mL de paclitaxel e 0,5
mg/mL de BVZ) e NP Q Branca BVZ 0,5 (sem paclitaxel e com 0,5 mg/mL de BVZ).

41.3. DIAMETRO HIDRODINAMICO, PDI E POTENCIAL ZETA

Os sistemas obtidos via conjugacdo Eletrostatica e conjugagcdo Quimica
foram analisados semanalmente, durante 5 meses, para diametro hidrodinamico,
PDI e potencial zeta através da técnica de dispersao de luz dinamica. Os resultados
obtidos na conjugacdo Eletrostatica estdo dispostos na Tabela 1, e os obtidos na

conjugagao Quimica, na Tabela 2.

NP Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta
(mV)
E PLGA PTX 294,70 £ 11,74 0,40 + 0,03 35,39+ 0,65
E PLGA Branca 248,71 £ 7,28 0,28 £ 0,02 33,55+ 1,87
EBVZ1 478,55 + 99,86 0,66 + 0,05 24,11 +1,93
E Branca BVZ 1 220,50 + 13,87 0,34 + 0,03 32,85+ 1,41
EBVZ0,5 305,55 + 32,25 0,41 £ 0,04 31,22 +0,72
E Branca BVZ 0,5 251,20 £ 10,99 0,33 +0,03 34,8 + 0,51

Tabela 1: Tamanho, PDI e Potencial Zeta médios das NP da Sintese Eletrostatica. Fonte:
elaborado pela autora.
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NP Tamanho (nm) PDI Potencial Zeta
(mV)
Q PLGA PTX 255,90 + 7,28 0,31+ 0,01 -27,99 £+ 0,50
Q PLGA Branca 243,40 £ 6,54 0,30 £ 0,04 -27,63 £ 0,70
QBVZ1 402,75 + 89,08 0,59+0,10 3,44 £ 0,41

Q Branca BVZ 1 278,40 + 28,12 0,40 + 0,04 -16,71 £ 0,90
QBVZ0,5 261,35 + 38,21 0,42 + 0,05 -13,94 + 0,77

Q Branca BVZ 0,5 295,00 £ 14,01 0,44 + 0,04 -19,78 £ 0,99

Tabela 2: Tamanho, PDI e Potencial Zeta médios das NP da Sintese Quimica. Fonte:
elaborado pela autora.

O wvalor do indice de polidispersividade indica a distribuicdo das
nanoparticulas na formulagdo, sendo utilizado como um parametro de qualidade
para cada sintese (Musielak et al, 2022). O valor do PDI pode variar de 0 a 1, sendo
que nanoparticulas com valor até 0,3 sdo consideradas monodispersas e acima de
0,7 ja apresentam aglomeragéo. O potencial zeta, por sua vez, consiste na medigao
do potencial eletrostatico na dupla camada elétrica envolvendo uma nanoparticula
em solugao (Clogston; Patri, 2010). Nanoparticulas com potencial zeta entre =10 e
+10 mV sdo consideradas aproximadamente neutras, enquanto nanoparticulas com
potenciais zeta maiores que +30 mV ou menores que -30 mV sao considerados
fortemente catidnicos e fortemente aniénicos, respectivamente.

Os valores de diametro obtidos em ambas as sinteses foram ligeiramente
maiores que o0s encontrados por Liu e colaboradores (2019) ao aplicarem as
mesmas metodologias na sintese de nanoparticulas de PLGA com dexametasona
revestidas com Bevacizumab. Embora a diferenga de tamanho possa ser explicada
pela diferenca do farmaco aplicado, é importante considerar que a técnica de DLS
tende a fornecer um didmetro hidrodindmico médio dos maiores centros de
espalhamento: ja foi constatado que medi¢gées DLS convencionais sdo incapazes de
medir com precisdo misturas de particulas com uma grande diferenca na relagao
entre os didmetros do particulas (Hoo et al., 2008; Souza; Ciminelli; Mohallem,
2016; Chidea et al, 2010). Conforme as nanoparticulas se agregam, os resultados
obtidos s&o ligeiramente diferentes dos didmetros fisicos. Esses erros s&do mais

evidentes nos resultados de amostras mistas com tamanhos diferentes, nos quais
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as medidas de DLS podem apresentar valores até cinco vezes maiores que outras
técnicas (Souza; Ciminelli; Mohallem, 2016).

Em relacdo a aplicabilidade, as nanoparticulas devem ter diametro
hidrodinamico superior a 100 nm para evitar depuragao renal e inferior a 300 nm
para evitar a captacao celular pelo sistema fagocitario mononuclear (Aline et al,
2021). Nas duas metodologias de Sintese, observa-se que as nanoparticulas
funcionalizadas com 0,5 mg/mL de Bevacizumabe obtiveram os valores de
resultados mais préximos do ideal (entre 100 e 300 nm). E provavel que, em
comparagao com a outra concentracdo de BVZ analisada (1 mg/mL), tal
concentracgao foi ideal para ligar o anticorpo a nanoparticula de maneira a diminuir a
interagdo entre eles, o que resulta em agregacgao e, consequentemente, tamanhos

maiores de nanoparticula.

4.1.4. ANALISE DE ESTABILIDADE

A estabilidade foi realizada nos 6 sistemas propostos para cada sintese,
sendo avaliados em tamanho, PDI e potencial zeta ao longo de cinco meses
mantidos sob refrigeragdo a 4°C. Os resultados da estabilidade dos sistemas

obtidos na Sintese Eletrostatica (E) encontram-se nas Figuras 6 a 11.

NP E PLGA + PTX
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.
PDI
(

T T T T T
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T T T T T
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Figura 6: média de estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta das NP E PLGA + PTX.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 7: média de estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta das NP E Branca PLGA.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 8: estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta das NP E BVZ 0,5. Fonte: elaborado

pela autora.
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Figura 9: estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta das NP E Branca BVZ 0,5. Fonte:

elaborado pela autora.
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Figura 10: estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta da NP E BVZ 1. Fonte: elaborado

pela autora.
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Figura 11: estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta da NP E Branca BVZ 1. Fonte:

elaborado pela autora.

Em relacdo as nanoparticulas obtidas via Sintese Eletrostatica, é possivel
observar que as nanoparticulas brancas, independente da conjugagdo com
bevacizumab, apresentaram tamanhos em sua maioria constantes, com poucos
desvios. Para esta Sintese, a caracteristica mais notavel foi o tamanho expressivo
das nanoparticulas conjugadas com o bevacizumabe ao final do periodo de 5
meses, 0s quais ultrapassaram os 750 nm. Uma possivel explicacdo para este
comportamento, além das explicagbes citadas em topicos anteriores, é a
possibilidade do bevacizumabe de sofrer agregagédo. Acredita-se que as areas
hidrofébicas na sequéncia de aminoacidos da superficie sejam o local mais provavel
de agregacdo, a qual representa a forma mais comum de instabilidade em
medicamentos proteicos (Giannos et al, 2018). A agregacao, na qual duas ou mais
unidades monoméricas podem se ligar entre si, € um fendmeno indesejavel que leva
a diminuigao da eficacia do produto disponivel, potencializando a imunogenicidade e
outros efeitos colaterais nos pacientes. Uma vez que a técnica de DLS tende a
considerar agregados como nanoparticulas, € possivel que o tamanho elevado seja,
na verdade, consequéncia de um agregado de moléculas (Souza; Ciminelli;
Mohallem, 2016).

As figuras 12 a 17 representam os sistemas obtidos na Sintese Quimica.
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Figura 12: estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta das NP Q PLGA + PTX.

elaborado pela autora.
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Figura 13: estabilidade de tamanho, PDI e potencial zeta das NP Q Branca PLGA. Fonte:

elaborado pela autora.
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Figura 14: estabilidade de tamanho, PDI e potencial Zeta da NP Q BVZ 0,5. Fonte: elaborado

pela autora.
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Figura 15: estabilidade de tamanho, PDI e potencial Zeta da NP Q Branca BVZ 0,5. Fonte:

elaborado pela autora.
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Figura 16: estabilidade de tamanho, PDI e potencial Zeta da NP Q BVZ 1. Fonte: elaborado

pela autora.
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Figura 17: estabilidade de tamanho, PDI e Potencial Zeta da NP Q Branca BVZ 1. Fonte:

elaborado pela autora.

Quando comparados aos sistemas obtidos na Sintese Eletrostatica, é

possivel observar que as médias dos tamanhos dos sistemas funcionalizados com

BVZ sao menores na Sintese Quimica. Isso pode ser justificado pela auséncia da

PEI na formulagdo, uma vez que, devido a sua carga positiva, este pode interagir

fortemente com a carga negativa das nanoparticulas, ou com outros grupos

negativos na superficie, causando uma agregacao ou crescimento das particulas

(Steitz, 2006). Uma vez que a sintese Quimica ndo apresenta tal composto, seu

tamanho ficaria menor.
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4.1.5. ANALISE DE RASTREAMENTO (NTA)

Foi utilizada a técnica de Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)
para a obtencdo de informacdes detalhadas sobre o tamanho e a concentragao
(particulas/mL) das nanoparticulas. Os resultados obtidos para cada sistema da
Sintese Eletrostatica, juntamente com os graficos correspondentes de

concentracao, estdo apresentados na Tabela 3 e Figura 18.

NP Tamanho (nm) Concentracgao de
particulas / mL

E PLGA PTX 216,60 + 9,00 1,26.10'2 £ 5,17.10™
E PLGA Branca 197,70 £+ 1,42 1,22.10'2 £ 2,43.10™
EBVZ1 193,1 + 3,86 1,23.10'2 £ 5,89.10"
E Branca BVZ 1 185,2 + 8,30 1,21.10"2 £ 1,21.10™
EBVZ0,5 204,67 + 4,91 1,37.10'2 £ 5,20.10™
E Branca BVZ 0,5 190,80 + 4,00 1,31.10"? £ 3,82.10"°

Tabela 3: Valores de tamanho e concentracao de particulas por mL dos sistemas da Sintese

Eletrostatica. Fonte: Elaborado pela autora.

A) B) C)

Concentration (particles / mi) 3
Concantration (particies / mi) -4

Concentration (paricies

D) E) F)

Concentration (particles / mi) H

Figura 18: Distribuicdo de tamanho das NP PLGA+PTX (A), NP E BVZ 1 (B), NP E BVZ 0,5 ( C), PLGA Branca
(D), NP E Branca BVZ 1 (E), NP E Branca BVZ 0,5 (F) da Sintese Eletrostatica obtida pela técnica analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA). Fonte: elaborado pela autora.
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O tamanho médio das nanoparticulas dos seis sistemas de Sintese
Eletrostatica definido pelo NTA €& menor que o tamanho médio encontrado ao
analisa-los com a técnica de DLS. A distribuicdo do tamanho das particulas
determinada pelo NTA €& uma analise mais direta, pois se baseia no
acompanhamento de particulas individuais, sem depender do ajuste de curvas
empregado no DLS (Chan et al, 2017). Além disso, as avalia¢gdes do tamanho do
NTA sao menos propensas a serem impactadas pela polidispersidade, uma vez que
o software é baseado no rastreamento de particulas unicas, enquanto as técnicas
tipicas de DLS colocam uma forte tendéncia nas particulas maiores presentes na
amostra (Hole et al, 2013). Dessa forma, as medidas de tamanho definidas pelo
NTA revelam-se mais confiaveis, e corroboram com os descritos na literatura (Liu et
al, 2019).

A distribuicdo de tamanho dos sistemas da Sintese Eletrostatica indica
populag¢des de nanoparticulas com pouca variagao de tamanho entre elas (190,8 nm
a 216,6 nm), uma informacdo importante para a realizacdo de futuros estudos
celulares e que revela um baixo nivel de agregacdo das nanoparticulas (Filipe,
Hawe, Wim, 2010).

Os resultados e graficos de concentragdo para os sistemas da Sintese

Quimica estao dispostos na Tabela 4 e Figura 19.

NP Tamanho (nm) Concentragao de
particulas / mL

Q PLGA PTX 209,10 + 2,50 1,37.10'2 £ 2,82.10"
Q PLGA Branca 193,5 + 4,00 1,46.10" £ 1,42.10"
QBVZ1 176,7 £ 15,20 1,96.10"2 £ 1,10.10"
Q Branca BVZ 1 170,50 £ 6,00 1,26.10"% £ 9,92.10"°
QBVvVZ0,5 154,00 + 9,30 1,07.10'2 £ 6,76.10™
Q Branca BVZ 0,5 162,80 £ 5,10 1,21.10'2 £ 6,73.10™

Tabela 4: Valores de tamanho e concentracado de particulas por mL dos sistemas da Sintese

Quimica. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 19: Distribuicdo de tamanho das NP PLGA+PTX (A), NP Q BVZ 1 (B), NP Q BVZ 0,5 ( C),
PLGA Branca (D), NP Q Branca BVZ 1 (E), NP Q Branca BVZ 0,5 (F) da Sintese Quimica obtida pela

técnica analise de rastreamento de nanoparticulas. Fonte: elaborado pela autora.

E possivel observar que, em relacéo & distribuicdo de tamanho, os sistemas
de nanoparticulas carregadas com farmacos e conjugadas com BVZ (NP QBVZ 1 e
NP Q BVZ 0.5, itens B e C da Figura 13, respectivamente) da Sintese Quimica séo
mais variaveis que os sistemas equivalentes da Sintese Eletrostatica. Uma possivel
explicacdo para a maior variabilidade no tamanho das nanoparticulas da Sintese
Quimica é a auséncia do PEI na metodologia de Sintese. A polietilenoimina € um
polimero catibnico altamente ramificado que pode promover uma estabilizagao
eletrostatica mais eficiente durante a formacgéo das nanoparticulas (Yu et al, 2016).
Essa estabilizagdo reduz as chances de agregagao das particulas, levando a uma
distribuicdo de tamanho mais uniforme. Uma vez que a Sintese Quimica foi feita
sem o polimero, € esperada a formacdo de populacdes de NPs de tamanhos
variaveis.

Outra possivel explicagdo para a concentragdo de tamanho variavel das NP
Q BVZ 1 e NP QBVZ 0.5 é o impacto das reagdes quimicas mediadas por NHS e
EDC durante a conjugagdo do BVZ. A reacdo mediada por EDC e NHS é
amplamente utilizada para a ativagdo de grupos carboxilicos presentes na superficie
das nanoparticulas, permitindo a conjugagcdo com moléculas que possuem
grupamentos amina, como proteinas (Karve et al, 2016). Nesse processo, o EDC

ativa os grupos carboxilicos, formando um intermediario reativo, que é rapidamente
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estabilizado pelo NHS, resultando em um éster de succinimida. Esse éster € mais
estavel e altamente reativo com nucledfilos, facilitando a ligagdo com moléculas
como o0 bevacizumab. No entanto, a heterogeneidade na densidade e na
distribuicdo dos grupos carboxilicos na superficie das nanoparticulas pode levar a
niveis variados de conjugacao (Moore et al, 2015), resultando em particulas com
espessuras de revestimento diferentes ou em modificagdes heterogéneas, o que

influencia diretamente a variagdo no tamanho final das nanoparticulas.

4.1.6. EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO DO PTX

As eficiéncias de encapsulagdo do Paclitaxel para os sistemas obtidos nas
Sinteses Eletrostatica e Quimica foram determinadas via HPLC, através da analise
dos sobrenadantes resultantes apds a lavagem das nanoparticulas. As
porcentagens de eficiéncia de encapsulamento (%EE) do PTX obtidas para cada

sistema estao dispostas na Tabela 5.

Sintese Eletrostatica Sintese Quimica
NP %EE NP %EE
E PLGA + PTX 99,993 Q PLGA + PTX 99,974
E BVZ 1 99,952 QBVZ1 99,962
EBVZ0,5 99,983 QBVZ0,5 99,978

Tabela 5: porcentagens da eficiéncia de encapsulamento para Sinteses Eletrostatica e Quimica.

Fonte: elaborado pela autora.

As altas eficiéncias de encapsulamento obtidas indicam que os métodos
propostos para cada sintese sdo adequados para encapsulagcao do Paclitaxel.
Considerando a hidrofobicidade elevada do PLGA e do PTX, eficiéncias de

encapsulacao elevadas eram esperadas (Mu, Feng, 2008).

4.1.7. EFICIENCIA DE LIGAGAO DO BVZ

A eficiéncia de ligacao (%EL) do Bevacizumabe em cada sistema das duas
sinteses foi verificada através de Ensaios de Acido Bicinconinico, um ensaio
colorimétrico baseado na redugéo de ions Cu?* para Cu* na presencga de ligagdes

peptidicas (Otieno; Krause; Rusling, 2016), seguido pela quantificacdo
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espectrofotométrica dos complexos coloridos formados pela quelagdo de duas
moléculas de BCA com cada ion Cu*, o que causa uma mudancga de cor de verde
para purpura absorvida em 562 nm (Menzel; Bernkop-Schnurch, 2017).

Os ensaios foram realizados utilizando as solugcbes de sobrenadantes
resultantes da lavagem de cada nanoparticula. A quantificagédo foi feita de maneira
indireta, comparando a concentracdo inicial de BVZ em cada sistema a
concentracido encontrada apods a realizacdo dos ensaios. Os resultados obtidos

estao dispostos na Tabela 6.

Sintese Eletrostatica Sintese Quimica

NP Concentragcao  %EL NP Concentragdao  %EL

final de BVZ final de BVZ

no no
sobrenadante sobrenadante
(ng/mL) (ng/mL)
NP E BVZ 1 0,81 99,91 NP Q BVZ 1 0,27 99,97
NP E BVZ 0,2 99,99 NP Q BVZ 0,28 99,94
0,5 0,5

Tabela 6: porcentagens da eficiéncia de encapsulamento para Sinteses Eletrostatica e Quimica.

Fonte: elaborado pela autora.

Sobre a acao conjunta dos dois farmacos, sua eficacia ja foi comprovada na
literatura (Anvisa, 2010; Redondo et al, 2020; Sandler et al, 2006), embora ainda
existam duvidas sobre os mecanismos exatos de atividade. A teoria mais
amplamente conhecida para explicar a atividade antitumoral da combinagao € que a
normalizacdo do microambiente tumoral resultante das altera¢des vasculares apds o
tratamento antiangiogénico podem melhorar a administracdo do farmaco, explicando
a melhor resposta (Jain, 2013). A normalizagéo vascular melhora o suprimento de
sangue e a oxigenagao no tumor e reduz a pressao do fluido intersticial, de modo
que a administracdo e a penetragdo de agentes terapéuticos no tecido tumoral
melhoram. Outra explicagcédo foi proposta por Cesca e colaboradores (2015), que
sugerem que as alteragdes na arquitetura do microambiente tumoral induzidas pelo
bevacizumabe, juntamente com a melhor distribuicdo do paclitaxel, podem explicar

a significativa potencializacdo antitumoral pela combinacdo. A melhora na
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biodistribuicdo do PTX diminui sua concentracdo em tecidos saudaveis, o que pode

diminuir os efeitos colaterais sistémicos e toxicidades associadas ao quimioterapico.

41.8. MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA

A técnica de AFM foi utilizada para avaliar a topografia das amostras. As
imagens das nanoparticulas obtidas na Sintese Eletrostatica estdo dispostas na

figura 20, e as da Sintese Quimica, na figura 21.
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Figura 20: Microscopia de for¢a atémica das NPs (A) E PLGA + PTX, (B) E PLGA Branca, (C) E BVZ
1, (D) E Branca BVZ 1, (E) E BVZ 0,5, (F) E Branca BVZ 0,5.
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Figura 21: Microscopia de for¢a atémica das NPs (A) Q PLGA + PTX, (B) Q PLGA Branca, (C) Q BVZ
1, (D) Q Branca BVZ 1, (E) Q BVZ 0,5, (F) Q Branca BVZ 0,5.

Para ambas as sinteses, os sistemas obtidos apresentam tendéncias
esféricas, com tamanhos variaveis de 327 a 64 nm dependendo da formulagéo.
Particulas esféricas sdo geralmente desejaveis em sistemas de liberagéao controlada
devido a melhor estabilidade e comportamento uniforme. Além disso, € possivel
notar que, de forma geral, ha uma dispersdo heterogénea de nanoparticulas em
cada imagem.

Em relacdo aos tamanhos das nanoparticulas, os tamanhos obtidos pela
escala de AFM em todos os sistemas variam em relagdo aos tamanhos verificados
nas analises de DLS. Essa diferenca pode ser atribuida ao fato de as amostras
estarem secas. Conforme discutido previamente, a técnica de DLS é ideal para
verificar a dispersao geral das particulas, contudo apresenta limitagdes, uma vez

que pode interpretar aglomerados como particulas de maior tamanho.

41.9. PERFIL DE LIBERAGAO PTX

Os perfis de liberacdo do Paclitaxel das nanoparticulas E e Q, como
mostrado no Grafico 1, foram obtidos pela agitacdo das nanoparticulas em solugao
de em PBS (pH 7,4) com 0,5% de SDS ao longo de 23 horas.

——NPEPTXBVZ
NP Q PTX BVZ

Porcentagem de liberagéo do PTX (%)

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (h)

Grafico 1: Porcentagem de Liberagdo do PTX x Tempo.
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A determinacado do perfil de liberagdo in vitro do PTX encapsulado nas
nanoparticulas funcionalizadas possibilitou uma estimativa da quantidade de
farmaco liberada em fungcdo do tempo. A porcentagem de liberagdo obtida para a
sintese Eletrostatica foi de aproximadamente 9,5% em 10 horas e, para a sintese
Quimica, 8,5% em 23 horas. O perfil de liberagdo encontrado para ambos os
sistemas é mais sustentado, ocorrendo uma lenta liberagdo durante os periodos
analisados.

A influéncia de funcionalizagdo no controle de liberagcdo de farmacos em
nanoparticulas ja foi observada na literatura (Oliveira et al, 2010; Varshosaz;
Davoudi; Rasoul-Amini, 2018). A baixa taxa de liberagcdo do farmaco pode ser
explicada pela natureza hidrofilica promovida pela presenga do BVZ quimicamente
ligado a superficie das NPs, de modo que a taxa de liberagdo mais lenta observada
pode ser atribuida ao tempo necessario para o meio receptor conseguir atravessar a
camada proteica superficial e permitir que o farmaco contido no interior da matriz de
PLGA possa se difundir e ser liberado ao meio. Nesse caso, a presenca do
Bevacizumabe cria uma barreira fisica que retarda a liberagcéo do farmaco.

Outra possivel explicacdo para a baixa taxa de liberagao obtidas para ambos
os tipos de sintese é a hipotese de que o paclitaxel tenha sido encapsulado
predominantemente no nucleo da nanoparticula, e ndo préximo a superficie
(Fonseca, Simodes, Gaspar, 2002). O paclitaxel € uma molécula hidrofébica, o que
favorece sua forte interagdo com a matriz hidrofébica do PLGA. Por isso, além da
possibilidade do encapsulamento ter ocorrido em regides bem interiores da
nanoparticula, a interagdo entre o farmaco e o polimero pode também reduzir a
difusdo do farmaco para o meio aquoso, resultando em uma taxa de liberacdo lenta.

Os calculos e as medicoes foram realizados através de método analitico
previamente validado no grupo de pesquisa Gnano. O cromatograma e a curva
analitica estao representados nas Figuras 22 e Grafico 2. O perfil do cromatograma
exibido equivale ao ponto maximo da curva de calibragao (200ug/mL) e revela um
pico maximo de paclitaxel obtido em 6,3 minutos, sem presenga de outros picos
prejudiciais para a calibragcdo. A curva analitica utilizada para a elaboragdo do
grafico de liberagdo apresenta um R? de 0,9983, o que mostra confiabilidade do
método e uma correlacao linear entre os dados experimentais e a reta de calibracao

adequada.
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Figura 22: cromatograma obtido para o Paclitaxel. Fonte: gerado pelo equipamento.
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Gréfico 2: curva analitica obtida para o PTX.

4.1.10. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER

A técnica de espectroscopia foi utilizada na regidao do infravermelho para
determinar a interagdo no nivel de grupos funcionais dos materiais ativos (PTX e
BVZ) e do sistema carreador (PLGA). As Figura 23 e 24 apresentam os espectros
de transmitancia das NPs brancas, com PTX e com PTX+BVZ para as Sinteses

Eletrostatica e Quimica, respectivamente.
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Figura 23: Espectros vibracionais na regido do infravermelho para a sintese Eletrostéatica. Fonte:

elaborado pela autora.
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Os sistemas desenvolvidos para ambas as sinteses apresentaram
comportamentos similares nas analises de FTIR. A presencga do Bevacizumabe nos
sistemas NP E BVZ 1, NP E BVZ 0,5, NP Q BVZ 1 e NP Q BVZ 0,5 pode ser
inferida pelas bandas em torno de 1632 e 1655 cm™, as quais estdo associadas as
vibragdes de estiramento C=0 (carbonila) das ligagdes peptidicas, conhecidas como
a banda Amida I, que sdo caracteristicas das estruturas secundarias de proteinas
(Haris, 1999). Além disso, em todas as nanoparticulas observadas, ha aparecimento
de bandas em aproximadamente 1747 cm™, e tal regido do espectro de FTIR esta
associada ao estiramento do grupo carbonila (C=0) presente em polimeros como
PLGA (Higuchi et al, 2019). Contudo, nas analises das nanoparticulas contendo
BVZ da sintese Eletrostatica (NP E BVZ 1 e NP E BVZ 0,5) e Quimica (NPP Q BVZ
1 e NP Q BVZ 0,5), ocorreu o aparecimento de bandas adicionais em torno de 1732
cm™ e 1726 cm™, respectivamente, sendo que nas nanoparticulas contendo apenas
PLGA e Paclitaxel, tais bandas ndo aparecem. E possivel que tenha ocorrido uma
interagdo dos grupos éster do PLGA com os grupos amida do bevacizumabe,
principalmente durante a formulagdo de nanoparticulas. Embora a interacéo
primaria entre o bevacizumabe e o PLGA néao seja muito forte em termos de ligacao
covalente, pode ocorrer uma interagdo de Van der Waals ou uma ligagdo de
hidrogénio. A presenca de grupos éster do PLGA poderia causar um leve
deslocamento nas bandas de absorc¢édo, influenciando a regido de absorgéo dos
grupos C=0.

Devido a dificuldade de identificagdo de bandas de paclitaxel nas amostras, a
incorporagao do farmaco a nanoparticula foi verificada e confirmada através de

eficiéncia de encapsulacao e analise de liberacao.
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5. CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizagao
de um sistema de liberacdo baseado em nanoparticulas de PLGA encapsuladas
com paclitaxel e funcionalizadas com bevacizumabe para tratamento do carcinoma
pulmonar. As duas Sinteses propostas - Eletrostatica e Quimica - revelaram-se
eficientes em termos de encapsulagdo do Paclitaxel e capacidade de
funcionalizagdo do bevacizumabe, sendo as nanoparticulas morfologicamente
esféricas. De forma geral, o sistema que se revelou o mais adequado para futuros
estudos e aplicagdes in vitro devido ao tamanho e PDI médios foram os sistemas Q
BVZ 0,5 e E BVZ 0,5, o que mostra que, apesar de metodologias de preparo
diferentes, as nanoparticulas com a concentragdo de 0,5 mg de BVZ por mL de
nanoparticula sdo as mais estaveis. O tamanho elevado das nanoparticulas com
maior concentragdo do anticorpo sugere que possiveis interagdes possam estar
ocorrendo entre 0s mesmos, 0 que aponta que tal concentracdo precisa de um
aprofundamento de estudos para otimizar a sintese de forma a diminuir o tamanho
da nanoparticula. Portanto, a sintese das nanoparticulas foi bem sucedida; como
proximos passos, sao necessarios estudos celulares para confirmar a atividade
anticancerigenas esperada dos sistemas desenvolvidos, de forma a confirmar ainda

mais suas aplicacdes terapéuticas.
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