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RESUMO

Os nanocarreadores funcionalizados séo capazes de melhorar caracteristicas
farmacocinéticas, como biodisponibilidade, reducdo de dose, absorcdo ativa,
aumento da eficacia e reducéo dos efeitos colaterais. Diferentemente da maioria das
funcionalizacbes nanoparticulas da literatura, que utilizam ligagcbes covalentes,
nesse estudo foi feita a funcionalizacdo de nanoparticulas revestidas com quitosana,
através da interagdo organometalica. Foram utilizados dois sistemas nanométricos
diferentes, um de administracdo por via pulmonar de poé redispersivel para o
tratamento de cancer de pulméo e outro para aumentar a protecdo e absorcdo da
insulina por via oral. No primeiro, a complexacao foi realizada através da adicao de
ferro em suspensdo de nanocapsulas de triclosan e a-bisabolol, que possuem
atividade antitumoral, e o ligante foi o acido ascérbico, que quando oxidado é
reconhecido pela GLUT1, receptor da glicose superexpressado por células tumorais.
A funcionalizagdo, comprovada por medidas de potenciometria, potencial zeta e
analises de infravermelho (FTIR), provou ndo causar instabilidades no sistema, o p6
de microaglomerados de nanocapsulas funcionalizadas ou ndo, mostrou ser
redispersivel e atingiu as regides mais profundas do pulmdo em concentracdes de
triclosan citotéxicas efetivas para o tratamento de células tumorais in vitro, mesmo
sem atingir a dose téxica pulmonar reportada na literatura. No segundo sistema
desenvolvido, a complexacdo organometalica foi promovida através da adicdo de
zinco em suspensdao de nanoparticulas de alginato/dextrana complexadas com
quitosana carreando insulina, como ligante foi utilizado imunoglobulina G, que tem o
seu fragmento cristalizavel (Fc) reconhecido pelo receptor neonatal de Fc. ApGs a
funcionalizagdo as nanoparticulas demonstraram uma reducdo de sua
polidispersividade, tamanho e aumento da estabilidade. A funcionalizacdo foi
comprovada pela técnica de FTIR e calorimetria diferencial exploratoria, e as
nanoparticulas funcionalizadas mostraram potencial para aplicagdo por via oral.
Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que a funcionalizacdo em ambos
os casos foi efetiva e ndo provocou instabilidades no sistema, tendo até mesmo

melhorado a estabilidade e o perfil granulométrico das nanoparticulas de alginato.

Palavras chave:
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ABSTRACT

Functionalized nanocarriers are able to improve pharmacokinetics
characteristics, as bioavailability, reducing dose, promoting active absorption,
increasing efficacy and reducing collateral effects. Differently from the majority of
functionalized nanoparticles described in the literature, which use covalent bonds,
the nanoparticles functionalization was promoted by organometallic interaction. As
proof of concept two different models were utilized, the first was an inhalable
redispersible powder to be administer into the lungs to treat lung cancer, and the
second one a system to protect and increase the absorption of insulin by oral route.
In the first, the complexation was promoted by iron addition into a triclosan and a-
bisabolol nanocapsule suspension, which has antitumoral activity, and the ligand was
ascorbic acid, that when oxidized can be recognized by GLUT1, a glucose receptor
overexpressed by tumor cells. The functionalization, proved by potentiometry,
potential zeta and infra-red (FTIR) measurements, did not alter system’s stability, the
obtained powder of non and functionalized nanocapsules, showed to be redispersible
and reached the deepest parts of lung in in vitro triclosan and a-bisabolol effective
antitumoral concentrations, despite not been toxic concentration in both drugs for
lung health cells according with literature. In the second developed system, the
organometallic complexation was promoted by zinc addition onto alginate/dextran
nanoparticles complexed with chitosan carrying insulin, using immunoglobulin G, as
ligand, which has its fragment crystallizable (Fc) recognized by neonatal Fc receptor
(FcRn). After functionalization the nanoparticles showed a reduction in
polydispersivity, size and increase in stability. The functionalization was proved by
FTIR and differential scanning calorimetry, and the functionalized nanoparticles
showed potential to be administered by oral route. Through the obtained results it is
possible to verify that functionalization was effective in both cases and it did not
cased instabilities, even improving granulometric profile and stability of alginate
nanoparticles. The two platforms are potentially adequate to administer other similar

drugs by pulmonary and oral route.
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APRESENTACAO




De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de Poés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, a presente tese foi redigida na forma de capitulos, para a melhor organizacao e
discusséo dos resultados obtidos em cada etapa. Assim, este trabalho encontra-se

dividido da seguinte forma:

1. Introducéo, contendo a caracterizagao e justificativa do estudo proposto;

2. Objetivos gerais

3. Capitulo 1;

3.10bijetivos especificos

3.2 Revisao Bibliogréfica;

3.3 Manuscrito:
“Triclosan and alfa-bisabolol-loaded nanocapsule functionalized with
ascorbic”, publicado no periédico Journal of Drug Delivery Science and

Technology.

4. Capitulo 2;
4.1 Obeijtivos especificos;
4.2 Revisao Bibliografica;
4.3 Manuscrito Il
“IgG functionalized polymeric nanoparticles for oral insulin administration”,

publicado no periédico International Journal of Pharmaceutics.

4. Discussao geral, visando um entendimento global de todas as etapas

realizadas no trabalho;

5. Conclusoes;

6. Referéncias bibliograficas.



1. INTRODUCAO



A nanotecnologia se apresenta como uma ferramenta util para melhora de
fatores chave para o adequado perfil farmacocinético como solubilidade aparente,
liberacdo controlada, reducao da degradacgéo e entrega do farmaco no local de acéo,
possibilitando a reducdo da dose e dos efeitos colaterais (ALLAKER; REN, 2008;
CASTER et al., 2017).

Muitas das caracteristicas das nanoparticulas podem ser controladas
permitindo um veiculo de entrega de farmaco com as propriedades fisicas
desejadas. Os nanocarreadores também podem ser utilizados para melhorar a
entrega de um farmaco em um determinado sitio de acéo, seja por caracteristicas
inerentes dos nanomateriais ou intencional, como pela adicdo de um ligante de
superficie (CASTER et al., 2017). A segunda estratégia ja foi utilizada para melhorar
o desempenho de nanoparticulas carreando diversos tipos de farmacos, incluindo
antitumorais (OLIVEIRA et al., 2017, 2018; POURJAVADI; TEHRANI; MOGHANAKI,
2015) e insulina (LIU et al., 2018).

Para manter um ligante fixado a superficie da nanoparticula, geralmente, sdo
necessarias reacdes que envolvem ligacdes covalentes (BETANCOURT et al., 2009;
LIU et al., 2018; SHAN et al., 2015). Diferentemente, a técnica desenvolvida pelo
nosso grupo de pesquisa permite fazer a funcionalizacdo de nanoparticulas que
possuem quitosana, através da adicdo de metais quelantes, como o ferro e o0 zinco
(BENDER et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). Esse método consiste em uma
interacdo organometélica do metal com par de elétrons livres da amina, presente na
quitosana (KLEPKA et al.,, 2008; REYNAUD et al., 2011; ZIMMERMANN et al.,
2010), e com o ligante que se pretende funcionalizar a particula (ANTONOW et al.,
2018; DE OLIVEIRA et al., 2018). Essa metodologia € versatil e capaz de promover
a interacdo de diferentes tipos de ligantes, como peptideos (MAYER et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2017) ou moléculas pequenas (OLIVEIRA et al., 2018).

As nanoparticulas funcionalizadas podem ser utilizadas para diferentes
finalidades. Entre elas esta a aplicacdo por via pulmonar, permitindo uma liberacéo
controlada, aumento da estabilidade e da eficacia da formulagdo (MURALIDHARAN
et al., 2015). Para ter acesso por essa via, geralmente, se faz a administragéo de um
po redispersivel com nanoparticulas, que ao se depositar no trato respiratério, libera
os carreadores nanoestruturados (ANGELO et al., 2015). Com isso é possivel fazer

uma entrega do farmaco diretamente no local de acéo, reduzindo a dose, efeitos
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colaterais e aumentando a seletividade da mesma para tratamento de doencas
pulmonares.

O nosso grupo desenvolveu uma metodologia de obtencdo de
microaglomerados redispersiveis de nanocapsulas (MULLER et al, 2000;
POHLMANN et al., 2002), sendo empregada para aumentar a estabilidade
(HOFFMEISTER et al., 2012; MARCHIORI et al., 2012), viabilizar administracéo por
via oral (ANDRADE et al., 2018; BECK et al., 2005) ou por via pulmonar
(D’ALMEIDA et al., 2017). Também foi patenteada uma técnica para a producao de
p6 de nanoparticulas sem a necessidade da rota-evaporacédo, permitindo um ganho
metodolégico (GUTERRES et al., 2015).

Hoje a principal doenca pulmonar, de acordo com a Agéncia Internacional
para Pesquisa em Céancer (IARC), é o cancer de pulmao, o qual foi estimado em
2018, ser o tipo de cancer mais frequente, sendo a maior causa de mortes,
responsavel por 1 a cada 5 casos (1,8 milhdes de mortes, 18,4% do total) e exibindo
uma alta mortalidade, com uma razao total de 0,87 mortes por incidéncia (BRAY et
al., 2018).

O seu tratamento é baseado em antitubulinas, antimetabdlitos e sais de
platina (NAWAZ; WEBSTER, 2016); no entanto, os fortes efeitos colaterais tém
levado ao desenvolvimento de novas terapias, que apresentam um alto custo,
surgimento de resisténcia tumoral e sédo especificos sé para alguns tipos de tumores
(CHOI et al., 2010; CHONG; JANNE, 2013). Desta forma, o desenvolvimento de
novas alternativas de tratamento tem elevada necessidade e relevancia.

Compostos conhecidos como o triclosan, a-bisabolol e &cido ascorbico
demonstraram possuir atividade antitumoral (SADOWSKI et al., 2014; WU et al.,
2018; YUN et al., 2015). Os dois primeiros possuem alta lipofilicidade sendo bons
candidatos a nanoencapsulacdo, j4 o terceiro € hidrofilico e reconhecido por um
receptor superexpressado por células tumorais, podendo ser utilizado com um
ligante de superficie e vetorizacdo ativa. Uma vez estabelecido os parametros de
funcionalizacéo, a formulacdo de nanocapsulas pode ser seca, obtendo-se um po
redispersivel a ser administrado pela via pulmonar, reduzindo a dose, efeitos
colaterais e aumentando a eficacia do tratamento.

Uma segunda forma de potencial utilizacdo das nanoparticulas
funcionalizadas € para melhorar o tratamento de algumas doencas especificas por

via oral, principalmente para o transporte de moléculas e peptideos de baixa
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absorcdo, promovendo a internalizacdo das particulas por receptores especificos e
desta forma, favorecendo a melhora no desempenho da terapia medicamentosa
(LIU et al., 2018; SHI et al., 2018). Um exemplo de molécula que possui grandes
impedimentos para o tratamento por via oral é a insulina. A administragdo da mesma
por via oral, para o tratamento da diabetes mellitus, consiste em um grande desafio,
ja que possui baixa biodisponibilidade por via oral, sendo o foco de pesquisa de
vérias industrias farmacéuticas (DERENNE et al., 2016; MO et al., 2014).

A insulina possui pouca permeabilidade atraves do epitélio intestinal e
degradacdo no trato gastrointestinal (Gl), resultando em menos de 0,5% da dose
administrada por via oral atingindo a circulacdo sistémica o que acarreta em sua
baixa biodisponibilidade (CARINO; MATHIOWITZ, 1999; DAMGE et al., 2010). A
vetorizacdo ativa pode ser usada para promover uma maior internalizacdo das
particulas e da insulina pelo epitélio intestinal. Muitos ligantes de superficie ja foram
estudados para aumentar a absorcdo da mesma, entre eles o folato, os peptideos de
penetracdo celular ou CPP, vitamina B12, valina e transferrina (CHALASANI et al.,
2007; JAIN; JAIN, 2015; JAIN et al., 2012; LIU et al., 2018; SHAN et al., 2015; ZHU
et al., 2016). No entanto, um alvo que tem chamado atencéo € o receptor neonatal
de Fc, o qual promove a transcitose e reciclagem de anticorpos. Uma formulacao de
nanoparticulas carreando insulina e decorada com fragmento cristalizavel (Fc) de
imunoglobulina G foi capaz de reduzir 30-45% o nivel de glicose no sangue, o dobro
quando comparada a uma nanoparticulas ndo funcionalizada (PRIDGEN et al.,
2013).

As nanoparticulas hidrofilicas de alginato/dextrana complexadas com
quitosana apresentam resultados interessantes por serem capazes de proteger a
insulina da degradacao em pH estomacal e enzimatica, e promovem a sua liberacao
no intestino (LOPES et al.,, 2016; WOITISKI et al.,, 2009a), no entanto, essas
formulagfes ainda dependem da absorcdo passiva. Essas nanoparticulas podem ser
funcionalizadas com IgG, que contem o Fc, através da interagcdo organometalica,
com zinco (OLIVEIRA et al., 2017, 2018) ou ferro (BENDER et al., 2014), utilizando o
mesmo principio descrito anteriormente para as nanocapsulas de triclosan e a-
bisabolol. Com isso, pode ser obtida uma nanoparticula que protege a insulina da
degradacdo no trato Gl e promovem a internalizacédo ativa da mesma, criando uma
plataforma versatil para a administracdo de peptideos de baixa absorcédo por via

oral.
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Desta forma, esse trabalho objetivou realizar o desenvolvimento e
caracterizacao de nanoparticulas lipofilicas e hidrofilicas funcionalizadas, através de
interacdo organometalica para administracdo por via pulmonar e por via oral, tendo

em vista o tratamento de cancer pulméo e a diabetes, respectivamente.
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2. OBJETIVOS



2.1 Objetivos gerais
Estudar a funcionalizacdo de nanoparticulas lipofilicas e hidrofilicas por meio

de interacdo organometalica para administracéo por via oral e por via pulmonar, de

nanocapsulas poliméricas e nanoparticulas de alginato/dextrana.
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3. CAPITULO |






4. OBJETIVOS ESPECIFICOS |




4.1 Objetivos Especificos

» Desenvolver e caracterizar as formulacdes de nanocapsulas lipofilicas de
poli(e-caprolactona) (PCL) carregadas com triclosan e a-bisabolol,
funcionalizadas com &cido ascorbico, através de parametros de distribuicdo
de tamanho de particula, indice de polidispersdo, presenca de cristais ou
agregados, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacao, eficiéncia de adsorcao

e teor de triclosan;

» Caracterizar as ligagbes formadas na superficie das nanocapsulas pela

funcionalizacao, através de espectrometria de infravermelho;

 Caracterizar os efeitos citotoxicos da suspensdo de nanocépsula de poli(e-
caprolactona) contendo de a—bisabolol e triclosan revestidas com quitosana e
funcionalizadas com &cido ascorbico em ensaios in vitro frente linhagem

celular de cancer pulmonar (ATCC-A549);

» Desenvolver e caracterizar uma formulagao pulverulenta da suspensao de
nanocapsulas, a fim de verificar a sua viabilidade para aplicacdo por via

pulmonar.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA |



5.1 Cancer de pulmao

Em 2012 houve 14 milhdes de novos casos, com 8 milhdes de mortes
relacionadas ao céancer, sendo a maior causa de morbidade e mortalidade no
mundo. Para cada 100.000 habitantes, 182 terdo a doenca e 102 morrerdo da
mesma. Entre os homens, a maior incidéncia € de cancer de pulméo, equivalendo a
16,7% dos casos reportados, e 34,2 casos para cada 100.000 habitantes. Entre as
mulheres, o cancer de pulméo é o terceiro mais frequente, representando 8,7% dos
casos (STEWART; WILD, 2014).

De acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC), foi
estimado que em 2018 18,1 milh6es de novos casos de cancer ocorreram ao redor
do mundo, resultando em 9,6 milhées de mortes. Entre eles, o cancer de pulméo
continua sendo a maior causa de mortes em 2018 (Figura 1), responsavel por
aproximadamente 1 em cada 5 casos (1,76 milhdes de mortes, 18,4% do total). Este
exibe uma alta mortalidade com uma razao total de 0,84 mortes por incidéncia
(BRAY et al., 2018).

Por razdes clinico-patolégicas, o cancer de pulméo é geralmente categorizado
em cancer de pulmdo de células pequenas e nao pequenas. O segundo tipo
representa grande maioria dos casos e é subdividido em trés tipos, carcinoma de
células escamosas, adenocarcinoma e carcinomas de células grandes (MULLER et
al., 2015; SUN; SCHILLER; GAZDAR, 2007).

O fato de as células cancerigenas possuirem um metabolismo acelerado, faz
com que o0 microambiente tumoral seja pobre em nutrientes, hipdxico e
hipoglicémico, o que induz anormalidades genéticas (GILLIES; ROBEY; GATENBY,
2008; KIM; GAO; DANG, 2007). Uma das mutacbes mais comuns Sa80 nos genes
KRAS e BRAF, os quais sé&o os proto-oncogenes mais ativados em todos os tipos de
tumores humanos (~50%) (KRANENBURG, 2005; RAJAGOPALAN et al., 2002).

As mutacdes nos genes KRAS e BRAF promovem uma maior expresséao da
GLUT1, receptor da glicose, permitindo maior aporte energético as células
portadoras da mutacdo, em resposta ao ambiente pobre em nutrientes, fazendo com
gue essas células se tornem mais aptas a sobreviver e se replicar no ambiente
tumoral (YUN et al., 2009). A superexpressdo da GLUT1l foi observada em
aproximadamente 50% casos de pacientes com cancer de pulmao de células néao

pequenas no Hospital Universitario da Cidade de Nagoya e os portadores da
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mutacdo tiveram um elevado decréscimo na taxa de sobrevida (SASAKI et al.,
2012), o qual também é observado em estudos com grupos maiores de pessoas
(MASCAUX et al., 2005).

Os tratamentos de cancer de pulméao tém sido tradicionalmente baseados em
inibidores de tubulinas, antimetabdlitos e derivados de platina (NAWAZ; WEBSTER,
2016). Os fortes efeitos colaterais, provocados pelas terapias convencionais, tém
fomentado o desenvolvimento de novas terapias mais especificas, como inibicdo de
receptores da angiogénese, fator de crescimento epidérmico e quinase de linfoma
anaplastico. Entretanto, a alta especificidade e o elevado custo dessas terapias,
aliada ao fato de que ja tem sido reportada a resisténcia aos tratamentos (CHOI et
al., 2010; CHONG; JANNE, 2013), tornam o desenvolvimento de novas terapias

indispensaveis.

Mortality, males
Prostale (46)
Stomach (10) -

Lung (93)

Liver (20)

Leukaemia (5)

Colorectum (3) Lip, oral cavity (2)
Esophagus (2)

Kaposi sarcoma (4)

Figura 1: Estimativa da mortalidade por cancer para homens ao redor do mundo em
2018, dentre eles se destaca o de pulméo sendo o de maior mortalidade em 93
paises (BRAY et al., 2018).

5.2 Triclosan

O triclosan (2,4,4’-tricloro-2’-hidroxidifenil éter), € um agente antimicrobiano
ndo-ibnico da classe dos bisfenois, com um amplo espectro de acdo. Este vem
sendo usado por mais de 40 anos em uma série de cosméticos e produtos de
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higiene pessoal. Dentre eles, podemos citar produtos do dia-a-dia, aparatos
meédicos, sabonetes, produtos de limpeza facial, higiene oral, e mais recentemente,
em desodorantes aerossois (RODRICKS et al., 2010; SCHWEIZER, 2001; UENO et
al., 2013).

A sua eficacia contra bactérias gram-negativas, gram-positivas, alguns tipos
de fungos e micobactérias, se da através do bloqueio do sitio ativo da enoil-(proteina
transportadora de acila) redutase, a qual € uma enzima com funcdo essencial na
sintese de &cido graxos (FAS) em fungos e bactérias (HEATH; WHITE; ROCK,
2001; MCMURRY; OETHINGER; LEVY, 1998; PARIKH; XIAO; TONGE, 2000).
Como o triclosan possui uma baixa toxicidade aguda, ele é tido como seguro e sua
utilizacao tem sido bem tolerada (SCHWEIZER, 2001; YANG et al., 2015), chegando
ao uso anual estimado de mais de 650 toneladas nos Estados Unidos e Europa
(HALDEN; PAULL, 2005).

O mecanismo de acdo do triclosan esta relacionado a inibicdo da enzima
acido graxo sintase (FAS, do inglés fatty acid synthase), mais especificamente ao
dominio enoil-(proteina transportadora de acila) redutase (NAD), em bactérias gram-
negativas, gram-positivas e micobactérias. Esta inibicdo promove um desarranjo na
membrana plasmatica, causando a morte celular (MCMURRY; OETHINGER; LEVY,
1998; SCHWEIZER, 2001). Especificamente, foi comprovada a capacidade do
triclosan de inibir a FAS humana no dominio enzimatico NAD do tipo | (LIU et al.,
2002).

5.3Enzima de sintese de acido graxo (FAS)

A FAS humana, que é formada por seis dominios enzimaticos e um
transportador, € pouco expressa nas células humanas normais, com excecao das do
figado, tecido adiposo, e glandulas mamérias de lactantes. Sua fungéo é promover a
sintese de acido graxo endodgeno. Como a maior parte do acido graxo presente no
corpo provém da alimentacdo, em individuos adultos a FAS é pouco expressa.
Sendo assim, em células normais, a sua inibicdo ndo tem impacto significativo na
viabilidade celular (LUPU; MENENDEZ, 2006).

Esta multi-enzima tem recebido crescente atencdo em estudos voltados ao

combate ao cancer, uma vez que é amplamente expressa por células tumorais em
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diversas linhagens de céanceres, como cancer de prostata, de mama, ceérebro,
pulm&o, ovario, endométrio, colon, tireoide, bexiga, rim, figado, pancreas, estbmago,
es6fago, olho, mesotélio e pele (SADOWSKI et al., 2014). Por ter um importante
papel na replicacdo celular, estar relacionada a sintese de fosfolipidios (FLAVIN et
al., 2010), e ter pouca expressdao em células normais, a FAS tem sido proposta
como um potencial alvo para a terapia contra o cancer (KUHAJDA et al., 2000;
LUPU; MENENDEZ, 2006; SADOWSKI et al., 2014).

5.4a-bisabolol

O a-bisabolol é um alcool sesquiterpénico monociclico natural, assim como o
triclosan, possui um elevado carater lipofilico, com um Log D = 5,07 em pH = 7. Foi
inicialmente isolado da planta Matricaria chamomilla, pertencente a familia
Asteraceae. Sua forma mais encontrada na natureza e mais ativa € o a-(-)bisabolol,
também conhecido como levomentol (DARRA et al., 2008).

Devido suas propriedades a-bisabolol tem sido aplicado em cosméticos como
pos-barba, locdo corporal, desodorante, batom, protetor solar, produtos para bebés
e etc. A camomila, que possui um elevado percentual de a-bisabolol, teve sua
atividade cicatrizante e anti-inflamatéria testada, in vitro e in vivo, apresentando
resultados melhores que os com corticoides, tradicionalmente utilizados na clinica
(VILLEGAS et al., 2001).

Além disso, a-bisabolol também tem mostrado um forte potencial em bloquear
nervos periféricos, tendo acao similar a da lidocaina, reduzindo a excitabilidade e
aumentando o limiar da dor, mas sem ser por uma via uso-dependente (ALVES et
al., 2010). Essa propriedade é particularmente interessante para o tratamento de
doengas como o cancer.

Em estudos in vitro comprovou-se a capacidade do a-bisabolol inibir o
crescimento de linhagens células tumorais pancreaticas (DARRA et al., 2008; SEKI
et al., 2011; UNO et al., 2016), prostaticas, cervicais, esofagicas, hepaticas (CHEN
et al., 2010), gliomas (CAVALIERI et al., 2004) e pulmonares (WU et al., 2018), com
valores inibitérios variando de 2 - 50 uM, também mostrou atividade ex-vivo em
células de leucemia linfocitica cronica B com ICso de 42 + 15 pM (RIGO et al., 2018).

Em ensaios in vivo com camundongos nude foi verificada uma reducédo significativa
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da massa tumoral apés administracdo de a-bisabolol (1000 mg/Kg) uma vez por
semana por 3 semanas (SEKI et al., 2011). Quando avaliados modelos ex-vivo de
células de glioma recém extraidas de pacientes, o a-bisabolol foi capaz de matar
células malignas na concentracdo de 42 puM, enquanto células saudaveis s6 foram
inibidas na concentracdo de 68 uM (RIGO et al., 2018).

5.5Nanoparticulas como sistemas carreadores

As nanoparticulas sédo 6timos carreadores de farmacos, pois séo Uteis para
resolver problemas como toxicidade, posologia e efeitos colaterais, pois melhoram
caracteristicas farmacocinéticas como a solubilidade aparente e proporcionam
liberacdo controlada e entrega do farmaco no sitio de acdo (ALLAKER; REN, 2008;
PATEL et al., 2013). Nas ultimas trés décadas, as nanoformulacdes tém sido
estudadas como alternativa para melhorar a entrega de farmaco no local do tumor,
aumentando a eficacia do antitumoral e reduzindo os efeitos indesejados no tecido
normal. Muitas dessas nanoformulagcbes mostraram resultados com um aumento
significativo na resposta ao tratamento (KOTHAMASU et al., 2012; PATEL et al.,
2013; ZHAO et al., 2013).

Desde a publicacdo por Gref e colaboradores (1994) de uma plataforma
tecnologica capaz de evitar as defesas naturais do corpo e manter as nanoparticulas
em circulacéo por longos periodos de tempo, o interesse na potencial aplicacao das
mesmas para carreamento de farmaco vem ganhando cada vez mais atencao, tanto
das industrias farmacéuticas como de grupos de pesquisa. S6 nos Estados Unidos,
entre os anos de 2005 e 2008, houve um aumento de 74% no numero de novas
companhias que trabalhavam com “drug delivery”, os quais, que desenvolvem
plataformas nanocarreadoreas de farmacos, passando de 19 para 33 empresas na
area (MAINE; THOMAS, 2017).

Nanocapsulas (NC) poliméricas sdo exemplo de sistemas carreadores
nanoparticulados caracterizadas por possuirem uma concha polimérica, sendo
especialmente apropriadas para serem carregadas com agentes lipofilicos, como o
triclosan. Através da nanoencapsulacdo em NC, a solubilidade aparente de
farmacos e consequentemente a sua biodisponibilidade podem ser significantemente

aumentadas. Além do mais, a dose e frequéncia de aplicacdo podem ser reduzidas
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devido a liberagcédo controlada e a entrega do farmaco no local de acao, reduzindo a
ocorréncia de efeitos colaterais (MAYER et al., 2014).

Uma das principais areas de estudo das NCs é relacionada ao tratamento de
cancer, pois a maioria dos antitumorais possui uma alta lipofilicidade, alta
citotoxicidade e uma série de efeitos colaterais (LIU; MIYOSHI; NAKAMURA, 2007;
THOMAS, M. B. et al.,, 2013). As nanocapsulas também sdo capazes de se
aproveitarem das caracteristicas fisiopatolégicas da vasculatura tumoral, a qual esta
em alta densidade e dilatada, aumentando o efeito de permeabilidade e retencao
das mesmas (HERVELLA et al., 2008; KOTHAMASU et al., 2012; LIU; MIYOSHI;
NAKAMURA, 2007).

Nosso grupo recentemente desenvolveu um sistema de nanocapsulas de
poli(e-caprolactona) (PCL) contendo um nucleo de a-bisabolol carreando triclosan
com quitosana revestindo a superficie (DE MARCHI et al., 2017). Estas
nanocapsulas desenvolvidas foram capazes de reduzir significantemente a
concentracdo inibitéria minima (até 146x) em trés cepas bacterianas padrédo
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Staphyloccocus aureus) e uma cepa
padrao fungica (Candida albicans), quando comparados aos dados reportados para
os farmacos livres.

O sucesso obtido com a nanoencapsulagdo poderia acarretar no aumento da
eficacia do mesmo sistema nanoestruturado, em ensaios com células de céancer
pulmonar, quando comparados ao farmaco livre. No entanto, para melhorar a
formulacdo e reduzir qualquer possivel efeito adverso, se fez necesséaria a
funcionalizacéo superficie das nanocapsulas, a qual ja se mostrou eficaz em estudos
com células cancerigenas (POURJAVADI; TEHRANI; MOGHANAKI, 2015).

5.5.1 Modificacdo de superficie para vetorizagdo ativa

A vetorizacdo ativa de nanoparticulas visa, através da modificacdo da
superficie, promover um reconhecimento ativo de um ligante, por um receptor, ou o
ligante reconhecer ativamente uma determinada estrutura, em um sitio especifico.
Essa estratégia gera um aumento da efetividade e, consequentemente, reducdo da
dose e da toxicidade do farmaco carreado (CHENG et al., 2012; TSENG et al., 2007;
TSENG et al., 2009).

39



A funcionalizacéo de superficie por complexacdo metalica, com a quitosana, €
uma estratégia interessante, pois promove a interacédo de ligantes com a superficie
das nanoparticulas, sem o surgimento de ligacdes covalentes, mantendo as
caracteristicas originais das moléculas. A complexacdo metélica ja foi realizada com
sucesso, utilizando-se zinco e ferro (BENDER, E. A. et al., 2014; MAYER et al.,
2014; OLIVEIRA et al., 2017). Esta técnica requer um metal que se ligue através de
uma interagdo organometalica a quitosana para ancorar o ligante de superficie, 0
qual ira interagir com o alvo.

Compostos como o ferro e o acido ascorbico também poderiam ser utilizados
para a funcionalizacdo. O ferro € importante para a vida e possui papel relevante em
varios mecanismos celulares, como geracdo de energia, transporte de oxigénio,
sintese de DNA e proliferacdo celular (revisado em HENTZE; MUCKENTHALER,;
ANDREWS, 2005; KALINOWSKI; RICHARDSON, 2005). Células tumorais possuem
uma maior demanda por ferro, quando comparadas a células normais, devido a alta
taxa de replicacdo. Assim, estas possuem uma elevada expressao de receptores de
transferrina, transportador de ferro, resultando em uma alta taxa de internalizacao do
ferro (KALINOWSKI; RICHARDSON, 2005; LE; RICHARDSON, 2002).

O controle dos niveis de ferro intracelular € critico para o crescimento tumoral,
pois quando em baixa concentracdo, possui atividade indutora do gene 1 (Ndrgl), o
qual € um dos genes responsaveis pela supressao do crescimento e metastase do
cancer em varias linhagens de células cancerigenas (LE; RICHARDSON, 2004).
Sua deplecao também promove a interrupcéo do ciclo em G1/S, levando a apoptose
celular (LE; RICHARDSON, 2002). No entanto, quando em elevada concentracéo
intracelular, o ferro promove estresse oxidativo, e como as células tumorais ja
possuem concentracdes superiores deste metal em relacdo as demais, estas sao
mais susceptiveis ao estresse oxidativo quando mais ferro é adicionado ao sistema
(TARANGELO; DIXON, 2016; TORTI; TORTI, 2013). Este foi escolhido com o metal
para promover a ligagdo cruzada entre a quitosana e o ligante, pois possui elevada
capacidade quelante, ja tendo a ligacdo com a quitosana sido caracterizada
(KLEPKA et al., 2008; WANG et al.,, 2005; ZIMMERMANN et al., 2010), e
demonstrou potencial uso na funcionalizacdo de nanoparticulas biodegradaveis
contendo revestimento de quitosana (BENDER et al., 2014; MAYER et al., 2014).

O acido ascorbico (enodiol), vitamina C, € um potente antioxidante presente

em diversos alimentos. Do ponto de vista estrutural € completamente dissociado em
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pH neutro (pKa= 4.2), possui duas duplas ligacdes conjugadas que conferem
ressonancia e reatividade a molécula (LINSTER; VAN SCHAFTINGEN, 2007).
Devido a reatividade, possui a capacidade de agir como antioxidante se oxidando ao
doar um elétron e estabilizando radicais livres. Essa molécula também interage com
metais oxidados, como o Fe®*, presentes em enzimas e reduz o metal a forma ativa,
recuperando a atividade da mesma (ENGLARD; SEIFTER, 1986; LINSTER; VAN
SCHAFTINGEN, 2007). Ao se oxidar forma o dehidroascorbato (DHA) que é
reconhecido e internalizado pelo transportador da glicose GLUT1 (RECZEK;
CHANDEL, 2015; YUN et al., 2015), o qual é largamente expresso em varios tipos
de cancer, incluindo cancer de pulmao (SASAKI et al., 2012; VUYYURI et al., 2013).
Uma vez dentro da célula, a forma oxidada é reduzida de volta a estrutura da
vitamina C, depletando os estoques de glutationa e promovendo estresse oxidativo
(LINSTER; VAN SCHAFTINGEN, 2007; YUN et al., 2015), o que leva a apoptose e
reducdo do tumor (VUYYURI et al.,, 2013; YUN et al., 2015) (Figura 2). Devido a
abundancia em células tumorais, a GLUT1 é um alvo propicio para a vetorizacdo
ativa de nanoparticulas, tanto que ja foi utilizada com sucesso para promover a
internalizacdo de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com glicose em células
tumorais (VENTURELLI et al., 2016). O acido ascérbico foi escolhido como ligante
para promover a interagdo da NC com o alvo, pois ao entrar em contato com o ferro
(111) promove uma reacédo de oxirreducao resultando em ferro (II) e DHA (LANE et al.,
2010), o qual sabe-se ser ativamente reconhecido pela GLUT1.
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Figura 2: Mecanismo de acdo do &cido ascoérbico apds ser reconhecido e
internalizado pela GLUT1 (Reczek & Chandel, 2015).

As nanocépsulas apos a funcionalizacdo (NCrinal) carregariam diferentes
componentes ativos (acido ascorbico, ferro, quitosana, triclosan e a-bisabolol)
(Figura 3), atacando diferentes sitios e aumentando a especificidade para células
cancerigenas. O fato de diferentes componentes possuirem atividade citotéxica em
células cancerigenas, mas pouca toxicidade em células normais, potencializa, em

tese, a desejada citotoxicidade seletiva para células tumorais.
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Figura 3: Esquema proposto para nanocapsula apés a funcionalizacdo com todos
0S seus componentes.

5.6 Desenvolvimento de po inalavel por spray-dryer

Como este projeto foca no tratamento de uma doenga pulmonar, uma
formulacdo contendo um pé inalavel esta entre as melhores opcdes, ja que esta
mostra algumas vantagens quando comparada com as formulacfes liquidas. Estas
tém tendéncia a sofrer instabilidade fisico-quimica como sedimentacédo e formacgéao
de cristais (AL-HALLAK et al., 2011) ou crescimento de micro-organismos, além de
ndo serem adequadas para administracdo pulmonar por serem liquidas. Para a
obtencdo de um po inalavel que se deposite no pulmao, as particulas a serem
aplicadas requerem um diametro aerodinamico entre 1-5 um. Particulas maiores que
estas, sdo depositadas na regido orofaringea, enquanto particulas menores
permanecem suspensas no ar e sdo exaladas durante a expiragdo (MEHANNA;
MOHYELDIN; ELGINDY, 2014) (Figura 4). Os pés inalaveis ja foram estudados com
sucesso para o tratamento cancer pulmonar (ANGELO et al., 2015; AZARMI et al.,
2006; SUNG et al., 2009).

43



Trachea

(Crescent of cartilage,

band of smooth muscle

and columnar epithelium) \ Oro-

pharyngeal
Intrapulmonary bronchus region
(Cartilage plates, BSM, : 2-16 um size particles
submucosal glands, (10'?0 P BLEC get dgposited;)
ciliated goblet and basal cells) \\ / particles get
= deposited) A 1

' Trachea

Biofichloliis o (1.7 cm diameter)

(BSM, ciliated epithelium ( \ Bronchi

with Clara cells) / (8-13 generations
= 2-8 mm diameter)

Bronchioles
(3-10 generations
0.5-2 mm diameter)

Terminal

Bronchioles
(1 generation
0.6 mm diameter)

Respiratory bronchiolus
(BSM, ciliated epithelium
and alveolar epithelium)

Conducting Zone

Alveolar duct
(Alveolar epithelium,
Type | and Type Il and

_EL

oQ

pheumocytes) i
gesplr:.tc:ry Alveolar glveolar
ronchioles acs
(3-5 generations Ducts (300-600 million

) (2-3 generations)

0.5 mm diameter] 250-300 um diameter)

Respiratory Zone (<2 pm size particles
get deposited)
Figura 4: Deposicdo das particulas de acordo com o tamanho. Figura retirada de
(NAHAR et al., 2013).

Para a producdo de microaglomerados de nanoparticulas em forma de poé
para a aplicacdo pulmonar, a técnica de spray drying ja foi empregada. Esta técnica
consiste em evaporar o solvente da suspensado de nanoparticulas resultando um po
seco. A possibilidade de transposicdo de escala desta técnica é muito importante
para o futuro comercial da formulacdo (WEERS; MILLER, 2015). De acordo com
Angelo e colaboradores (2015), dois tipos de nanoparticulas secas por spray-dryer
para o “delivery” pulmonar podem ser obtidas: as microparticulas nano-aderidas e as
particulas porosas de agregados de nanoparticulas, ambas sédo obtidas pelo
processo de spray-drying e sédo diferenciadas pelo tempo de secagem da goticula,
no primeiro caso ha uma secagem longa que permite a redistribuicdo das
nanoparticulas por difusdo no interior do excipiente, o segundo tipo é obtido por uma
secagem rapida, ficando as nanoparticulas confinadas a superficie das
microparticulas. Quando aspiradas, as microparticulas se depositam em diferentes

44



partes do trato respiratério e ao em contato com o liquido extrapulmonar, os dois
tipos de particulas sdo capazes de se desintegrarem, redispersando 0s

nanocarreadores, como pode ser observado na Figura 5.

Porous NP
Aggregate Particles

Microparticles

Nano- Embedded ‘

Figura 5: Microparticulas nano-aderidas (Nano-Embedded Microparticles) e
Particulas Porosas de Agregados de Nanoparticulas (Porous Nanoparticles
Aggregate Particles), quando em contato com liquido pulmonar, redispersam.
Adaptado de ANGELO et al., (2015).

Através da técnica de spray drying é possivel obter microparticulas com
propriedades aerodinAmicas adequadas. Essas nanoparticulas sdo secas, com
excipientes sollveis em agua, os quais se redispersam ao serem depositados no
pulmd@o e entrarem em contato com fluido pulmonar. Sendo assim, & possivel o
desenvolvimento de uma formulacdo que faca a entrega do farmaco diretamente no

local da doenca.
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6. MANUSCRITO |



O manuscrito 1 trata do desenvolvimento e caracterizacdo de nanocapsulas
poliméricas funcionalizadas e subsequente secagem em um poé redispersivel para
administragao por via pulmonar. O manuscrito original foi intitulado: “Triclosan and
alfa-bisabolol-loaded nanocapsule functionalized with ascorbic acid as a dry powder
formulation against A549 lung cancer cells” e foi publicado no periodico “Journal of

Drug Delivery Science and Technology” conforme referéncia abaixo.

BARRETO DE MARCHI, JOAO GUILHERME; CE, RODRIGO ; RIBEIRO DOS
SANTOS BRUSCHI, LIA FRANCIE ; KERPEL DOS SANTOS, MAIRA ; PAESE,
KARINA ; LAVAYEN, VLADIMIR ; KLAMT, FABIO ; RAFFIN POHLMANN, ADRIANA
;  STANISCUASKI GUTERRES, SILVIA . Triclosan and --bisabolol-loaded
nanocapsule functionalized with ascorbic acid as a dry powder formulation against
A549 lung cancer cells. JOURNAL OF DRUG DELIVERY SCIENCE AND
TECHNOLOGY, V. 74, p. 103463, 2022. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2022.103463

48


https://doi.org/10.1016/j.jddst.2022.103463











































7. CAPITULO Il






8. OBJETIVOS ESPECIFICOS II



8.10bjetivos Especificos

* Desenvolver e caracterizar as formulagcbes de nanoparticulas de
alginato/dextrana complexadas com quitosana, através de parametros de
distribuicdo de tamanho de particula, indice de polidisperséo, presenca de
agregados, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacao, eficiéncia de adsorcao

e teor de insulina;

» Caracterizar as ligagdes formadas na superficie das nanoparticulas pela

funcionalizacao, através de espectrometria de infravermelho;

« Verificar a influéncia da concentracdo de zinco no perfil de liberacdo da

insulina no fluido gastrointestinal simulado.
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9. REVISAO BIBLIOGRAFICA I



9.1Diabetes

O numero de pessoas com diabetes mellitus quadruplicou nas udltimas trés
décadas se tornando a nona maior causa de morte no mundo. Um em cada 11
adultos no mundo tem essa doenca (ZHENG; LEY; HU, 2017). Atualmente os paises
com o maior nimero total de pessoas acometidas sdo a China, a india, e Estados
Unidos, com o Brasil estando entre os mais afetados (Fig. 6).

Dentre os tipos de diabetes mellitus a de tipo 1 é a mais grave, provocado
pela disfuncdo das células B no pancreas, reduzindo a quantidade de insulina
liberada e levando ao aumento excessivo de glicose no sangue circulante. A
persisténcia de elevadas concentragcbes de glicose no sangue causa danos
vasculares generalizados afetando o coracéo, olhos e nervos, resultando em varias
complicacBes (CHO et al., 2018).

A injecao subcutanea de insulina tem sido tradicionalmente utilizada desde a
sua descoberta em 1921, como o principal tratamento para pacientes com a
diabetes de tipo 1. Desde a sua introducdo como terapia, pacientes com
complicacBes de saude devido a diabetes tem tido a sua expectativa de vida
aumentada em varios anos (WONG; MARTINEZ; DASS, 2016).

No entanto, injecdes diarias sao dolorosas, inconvenientes e podem levar a
interrupcdo do tratamento. Além disso, também deve ser levado em consideragéo
que essa via de administracdo ndo € um caminho fisiol6gico natural, levando a
passagem pelo figado de apenas 25% do total da insulina administrada , onde € o
seu local de acédo principal. Com isso a via de administracdo oral se torna ainda
mais favoravel, uma vez que a maioria da insulina seria absorvida devido a
passagem pelo figado, imitando o caminho e a secrecao natural (GORDON STILL,
2002; QUELLHORST, 2002).
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Figura 6: Nimero estimado de adultos (20-79 anos) vivendo com diabetes mellitus
em 2015. E estimado que em 2015, 415 milh6es de adultos entre 20—79 anos com
diabetes mellitus no mundo. Figura adaptada da literatura (ZHENG; LEY; HU, 2017).

9.2 Via oral e insulina

A via oral é a maneira mais conveniente e segura de se administrar um
medicamento, pois € a via natural de absor¢cdo de substancias pelo corpo, possui
defesas naturais contra possiveis contaminantes e ndo necessita de agulhas ou
causa dor. No entanto o sistema digestivo ainda consiste de um grande desafio para
alguns farmacos e peptideos (MO et al., 2014).

As principais dificuldades recaem sobre a promocao de absorgcéo destes
farmacos, levando a transposicdo das barreiras impostas pelo epitélio intestinal, até
atingirem a circulacdo sistémica, sem permitir a degradacdo por enzimas ou
variagcdes no pH (ZHANG et al., 2012). Para peptideos, como a insulina, o desafio
consiste em evitar a degradacdo no estdbmago, através da quebra das ligacdes
disulfeto e consequente desnaturacdo da proteina (WONG; AL-SALAMI; DASS,
2017); a inativacao e digestéo proteolitica no limen e a aumentar a permeabilidade
através do epitélio intestinal, o qual é reduzido pelo alto peso molecular e baixa
lipofilicidade (MAKHLOF; TOZUKA; TAKEUCHI, 2011; NUR; VASILJEVIC, 2017).
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Isso resulta em uma absorcdo pela circulacdo sistémica de menos que 0.5% da
dose de insulina administrada por via oral (DAMGE et al., 2010).

Recentemente, varias companhias farmacéuticas, incluindo Oramed® e Novo
Nordisk®, tém tentado desenvolver novas formulagcées orais de insulina a base de
polimeros ou surfactantes (sem nanoparticulas) para promover a sua absorcéo
passiva (MO et al., 2014). Entretanto, os resultados obtidos mostraram que apenas
pequenas quantidades de insulina sdo absorvidas, por isso estes medicamentos s6
tém utilidade como uma maneira de retardar o aparecimento de diabetes ou como
um adjuvante para a insulina injetada.

Essas dificuldades sao particularmente importantes quando levado em
consideracdo que a diabetes é tradicionalmente tratada com injec6es subcutaneas
que causam dor, desconforto e risco de infeccéo.

9.3 Nanoparticulas contendo insulina

A nanotecnologia pode ser uma alternativa para driblar os desafios impostos
pela parte superior do trato gastrointestinal. Varios trabalhos tém sido desenvolvidos
na area utilizando nano e microparticulas com polimeros naturais ou sintéticos,
particulas de hidrogeis ou inorganicas, ciclodextrinas, microcapsulas ou
microesferas de insulina (WONG; AL-SALAMI; DASS, 2018). Apesar das décadas
de esforcos, até o presente momento, apenas pequenas fracbes da insulina
administrada conseguiram atingir a circulacao sistémica (LOPES et al., 2014).

Uma alternativa interessante para a entrega oral da insulina é baseada na
producdo de nanoparticulas ionotropicas de alginato/dextrana complexadas com
quitosana, capazes de manter a integridade e atividade da insulina até a sua
liberacdo no intestino, tendo ja& comprovado a capacidade hipoglicemiante quando
administradas por via oral (LOPES et al., 2016; WOITISKI et al., 2009b, 2009a).

As nanoparticulas de alginato e sulfato de dextrana sdo formadas atraves da
reticulacdo do alginato com ions metéalicos formando um gel de estrutura compacta
reticulada o modelo Egg-box (Figura 7). Esse sistema € ideal para manter dentro
deste reticulo hidrofilico formado moléculas hidrofilicas de cargas opostas, como a

insulina em pH abaixo de 5. Uma vez em pH proximo a 7, a insulina inverte as suas
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cargas passando a ser negativa e promovendo a desestruturacdo do sistema
(WOITISKI et al., 2009a).

Apesar das nanoparticulas obtidas por gelificacdo ionotropicas serem
promissoras, estas ainda possuem sérias limitagdes, como a sua desintegracdo no
intestino, liberando a insulina e dependendo da sua internalizacdo passiva. Para
melhorar o processo de absorcao pelo epitélio intestinal, uma possivel saida seria a

vetorizacdo ativa e a promocéao da internalizagéo da particula.

“Egg'box”
model

Guluronic acid Mannuronic acid

\—f—)

G-G block

Figura 7: Processo de gelificacdo interna promovido pela complexacdo de ions
Ca2+ com subunidades do alginato formando o modelo chamado de egg-box. Figura
adaptada da literatura (RUVINOV; COHEN, 2016).

9.4 Funcionalizacado de nanoparticulas

Uma maneira efetiva de promover a internalizacdo de uma nanoparticula e a
sua carga, é atraveés da funcionalizacdo de sua superficie, a qual ja foi realizada
para insulina (CHALASANI et al., 2007; LIU et al., 2018). Levando em consideragao
que as particulas do grupo sdo revestidas com quitosana, uma maneira de se
promover a funcionalizacdo é atraves da interagcdo organometalica entre a quitosana
da superficie da particula e o ligante. O metal a ser utilizado com essa finalidade
pode ser o ferro (BENDER et al., 2014; MAYER et al., 2014) ou o zinco (ANTONOW
et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017). Com a utilizacdo dessa técnica, se promove
uma interacdo especifica e segura entre os compostos (ANTONOW et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2017), sem a necessidade de reacdes covalentes e residuos dessa

reacao.
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A técnica de complexacdo organometdlica ja foi utilizada para compostos
guimicos como o metotrexato e acido arginilglicilaspartico (ANTONOW et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2018), além de enzimas como a bromelina e lauronidase, ou
fragmentos de anticorpo (BENDER et al., 2014; MAYER et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2017). Essa versatilidade se deve ao fato do metal quelante (zinco ou ferro)
interagir com pares de bases livres de atomos como oxigénio e nitrogénio
(OLIVEIRA et al., 2017; REYNAUD et al., 2011).

Para promover a internalizagdo da insulina no intestino diferentes ligantes
foram tentados como ligantes ao receptor da transferrina (HAIYPRH), vitamina B12,
folato, peptideo de penetracdo celular e L-valina (CHALASANI et al., 2007; JAIN;
JAIN, 2015; JAIN et al., 2012; KAMEI et al., 2008; LIU et al., 2018). No entanto, uma
possivel via de transporte de peptideos pelo epitélio intestinal é através do receptor
neonatal (FcRn) e ja foi tentada com nanoparticulas carreando insulina (PRIDGEN
et al., 2013).

O receptor neonatal de Fc (FCRn) é responséavel por reconhecer o fragmento
cristalizavel de anticorpos, desempenhando papel fundamental na aquisicdo na
imunidade humoral materna em fetos e recém-nascidos de diferentes espécies
(GUO et al., 2016). Dentre os humanos, este receptor continua a ser expresso
durante toda a vida, mesmo apds a interrupcdo da amamentacdo e vida adulta
(YOSHIDA et al., 2004), estando envolvido em varios processo importantes, como a
reciclagem e transcitose de IgGs (Fig. 8), ajudando a escapar da degradacgéo
lisossomal (KENNEDY et al., 2018). Este receptor ja foi alvo de investigacbes para
aumentar a absorcao de diferentes substancias por via oral como horménio foliculo-
estimulante, nanoparticulas com exatanatide e com insulina (LOW et al., 2005;
PRIDGEN et al., 2013; SHI et al., 2018)
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Figura 8: Esquema mostrando o transporte de nanoparticulas ligadas com Fc e
sendo reconhecidas pelo FcRn no limen intestinal e transportadas para a lamina
prépria, onde séo liberadas da ligacdo com o receptor, ficando livres para difundir
para a circulacdo sistémica. Figura retirada e adaptada da literatura (PRIDGEN et

al., 2013).

Tendo em vista 0 exposto, o desenvolvimento de nanoparticulas ionotrépicas

de alginato/dextrana revestidas com quitosana e funcionalizadas com IgG através

de interacdo organometalica para administracdo por via oral, parece ser uma

plataforma promissora para resolver os problemas de administragéo de insulina por

via oral (Fig. 9).
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10.MANUSCRITO Il



O manuscrito 2 aborda o desenvolvimento e caracterizacdo de nanoparticulas de
alginato/dextrana complexada com quitosana carregadas com insulina e
funcionalizadas com imunoglobulina G para administracao por via oral e foi intitulado
"IgG functionalized polymeric nanoparticles for oral insulin administration”, publicado

no periodico “International Journal of Pharmaceutics”, conforme referéncia abaixo.

DE MARCHI, J.G.B,; CE, R. ; ONZI, G. ; ALVES, A.C.S. ; SANTAREM, N. ;
CORDEIRO DA SILVA, A. ; POHLMANN, A.R. ; GUTERRES, S.S. ; RIBEIRO, A.J. .
IgG functionalized polymeric nanoparticles for oral insulin administration.
INTERNATIONAL JOURNAL OF PHARMACEUTICS, v. 622, p. 121829, 2022. Doi:
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2022.121829.
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11. DISCUSSAO GERAL



A presente tese trouxe uma abordagem diversificada a respeito da funcionalizacéo
de superficie de nanoparticulas pelo uso da interacdo organometalica. Para tanto,
foram propostas formulagbes contendo ferro ou zinco, diferentes ligantes como
moléculas pequenas (acido ascérbico) ou grandes (anticorpos). Também
apresentamos uma abordagem inovadora de promover a funcionalizacdo de
nanoparticulas obtidas na forma de microaglomerados em poé.

O manuscrito | tratou do desenvolvimento e caracterizacdo de uma
formulagcdo de nanocapsulas contendo triclosan, a-bisabolol e acido ascérbico,
planejada para o tratamento do cancer de pulméao. Os resultados da funcionalizacéo
de superficie das nanocapsulas mostrou ndo haver alteracdes substanciais no perfil
granulométrico da formulagdo, sendo mantida a caracteristica nanomeétrica e
monomodal em todas as etapas de funcionalizacdo. A formulacdo que apresentou
0s resultados mais interessantes, pois manteve o tamanho e polidispersividade,
mesmo apresentando maior carga de ligantes de superficie, foi a formulacdo de
nanocapsulas revestidas com quitosana, complexadas com ferro na concentracéo
de 116 pg/mL e funcionalizadas com &cido ascorbico na proporcdo de 1:3
(ferro:acido ascorbico); essa formulacéo foi chamada de NCrinaL116, € posteriormente
renomeada para NCFiNAL.

Todas as formulacdes funcionalizadas mantiveram a carga positiva o que é
importante para a internalizagdo inespecifica, uma vez que a maioria dos
componentes celulares é carregada negativamente (MA et al., 2013). No entanto,
analises de potencial zeta e tamanho de particula com as formulacdes catibnicas,
NCac (nanocépsulas revestida com quitosana) e NCrnaL mostraram que
componentes do meio de cultura interagem com as particulas, formando uma corona
ao redor das mesmas, tornando o potencial zeta negativo e aumentando o tamanho
de particula. Esse fenbmeno é conhecido como efeito corona proteica, sendo
provocado por interacdes entre as proteinas do meio e as cargas de superficie da
particula, podendo provocar a reducdo da atividade, mas também a reducédo da
toxicidade das particulas (LUNDQVIST, 2013; LUNDQVIST et al., 2008).

Apesar da interagdo das proteinas do meio formarem aglomerados maiores
na formulacdo NCac, essa interagdo aparentemente se da de forma dinamica,
ocorrendo formacao e ruptura das interacdes na corona (LYNCH; DAWSON, 2008).
Por sua vez, com a formulagdo NCrinaL, por ser revestida por um metal quelante, a

interacdo se da de forma mais duradoura, como visto em estudo anterior com
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nanoparticulas de oxido de ferro (CALATAYUD et al.,, 2014). Isso pode ser uma
possivel explicacdo para a menor atividade citotoxica em ensaio de citotoxicidade
SRB da formulacdo NCrinaL, quando comparada aos resultados obtidos para NCac e
Tricomso (triclosan solubilizado em DMSO), ou valores da literatura (SADOWSKI et
al., 2014).

As formulagbes NCac e NCrinaL Sserviram de base para o desenvolvimento de
uma metodologia de obtencédo direta, sem a necessidade de passar pela etapa de
rota-evaporacdo a pressao reduzida, de microaglomerados de nanoparticulas
revestidas com quitosana e funcionalizadas, o que nao era possivel na metodologia
original (GUTERRES et al., 2015). Os p6s produzidos por spray-drying pelo método
modificado de One-pot com o fluxo de 0,15 L/hora com revestimento de quitosana
(SM1sNCac) e funcionalizado (SM1sNCrinaL), apresentaram uma 6tima capacidade de
redispersdo com quase a totalidade das particulas redispersas apés 15 minutos em
contato com agua destilada. No entanto, a distribuicio do p6é da formulacdo
SM1sNCrinaL NOS  estagios 5-7 do impactador de cascata de Andersen, que
representa as camadas mais profundas do pulmé&o, foi maior que a formulacao
SM1sNCac e do que o triclosan isolado.

Apesar de a formulagdo SMisNCrinaL ter atividade citotoxica inferior a
SM1sNCac, estas praticamente se equivalem em relacdo a dose, pois a primeira
atinge a regido bronquio-alveolar em uma dose 2,5 vezes maior que a segunda,
sendo essa a regido de maior area superficial do pulméo e caracterizada por uma
maior ocorréncia de tumor (LINDELL et al., 2007). Apesar de maior, a quantidade de
triclosan em ambas as formulacées ndo atinge a dose téxica reportada na literatura
para o triclosan (YANG et al., 2015) ou para o a-bisabolol (SEKI et al., 2011),
situando-se dentro da faixa de seguranca de uso.

A efetividade da funcionalizacdo foi comprovada através de analises de
potenciometria, potencial zeta e infravermelho. Nas leituras de potenciometria pode-
se observar alteracbes de pH apos o revestimento com quitosana, a adicdo da
solucdo de ferro e funcionalizacdo com &cido ascorbico. A primeira alteracéo
observada, de NCsc (5,28) para NCac (3,81), foi devido a adicdo da solucdo de
quitosana, a qual é solubilizada em acido acético a 1%, sendo que essa reducao de
pH também foi verificada em estudos anteriores (BENDER et al., 2012; DE MARCHI
et al., 2017). A segunda reducdo de pH para a formulacdo NCac+re (3,00) foi
provocada pela adicdo da solucdo de FeCls, pois ao ser solubilizado, o Fe3* pode
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interagir com a H20 e formar hidroxido de ferro lll, liberando H* no meio (GRUNDL,;
DELWICHE, 1993). Somado a isso, a interacdo do ferro livre com as aminas da
quitosana, pode provocar a desprotonacdo das mesmas, liberando o H* no meio. A
dltima alteracdo de pH a ocorrer € ap0s a adicdo de acido ascorbico para a
funcionalizacdo da superficie, passando de pH 3 (NCac+re) para 3,24 (NCrinaL), €SSE
aumento pode ser provocado pela substituicio da interacdo do ferro com o
nitrogénio da amina, pelo oxigénio do acido ascorbico, levando a redugdo no namero
de aminas interagindo com cada atomo de ferro, e consequentemente fazendo com
gue essas fiquem livres para receber os prétons do meio.

O efeito visto para o pH também pode ser corroborado pelas alteracdes no
potencial zeta (PZ), que passa de -10 mV para +17,8 mV apés a adi¢do da solucéo
de quitosana, para +13,3 mV apoés a adicdo do ferro e +15,9 mV com a adicdo do
acido ascorbico. A reducéo do potencial zeta apés introducado do ferro corrobora com
a segunda hipotese anteriormente levantada, de que o ferro interage com mais de
uma amina da quitosana (ZIMMERMANN et al., 2010), deixando menos aminas
livres para receber os prétons do meio, e consequentemente menos aminas
protonadas.

As analises de infravermelho também auxiliaram a elucidar as interacdes
ocorridas entre os componentes da nanocapsula, como a banda em 1620 cm™,
referida como interacdo da quitosana com o ferro (WANG et al., 2005b), esta s6
pode ser observada nos espectros de formulagées que contém o metal. Outro ponto
do espectro que deve ser ressaltado é a banda em 1730 cm™, a qual ndo esta
presente no acido ascérbico livre, e € quase imperceptivel nas formulacdes NCac,
NCac + Fe, mas se torna proeminente na formulagcdo NCrinaL. Essa banda evidencia
que ao interagir com ferro, o acido ascorbico se oxida a de-hidroascorbato, o qual
possui carboxilas de cetona (LANE et al., 2010).

Por fim, a correlagédo do grau de desacetilagdo, calculado de acordo com a
literatura (REYNAUD et al., 2011), mostra que a adicdo do metal quelante reduz o
percentual de aminas livres de 76,4% para 34%, e volta a subir apos a adicdo do
acido ascorbico para 45%. Isso se soma aos resultados de pH e PZ como um indicio
da ligacdo do metal com mais de uma amina. Os resultados mostraram que a
funcionalizacdo foi efetiva para a suspensdo de nanocapsulas e para o po de

microaglomerado de nanoparticulas, sendo essa a primeira vez que nanocapsulas
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poliméricas funcionalizadas foram secas pela técnica de spray-drying one-pot, a qual
permite um grande avanco tecnolégico ao eliminar a etapa de rota-evaporacao.

O manuscrito Il tratou do desenvolvimento e caracterizagdo de uma
formulacdo de nanoparticulas de alginato/dextrana complexadas com quitosana
(NPC) e funcionalizadas com imunoglobulina G (IgG), carreando insulina para
administracdo por via oral e tratamento da diabetes. Em contraste com os resultados
obtidos no manuscrito |, a funcionalizagdo das NPC teve um forte efeito no perfil
granulométrico, reduzindo o tamanho e a polidisperséo das particulas. Isso pode ser
explicado por uma maior estabilizacdo da superficie, uma vez que as nanoparticulas
de alginato/dextrana complexadas com quitosana, mas sem funcionalizacdo tem
tendéncia a aglomerar apresentando um alto indice de polidispersividade (WOITISKI
et al., 2009b). Outra possivel explicacdo é o reforco do metal quelante (zinco) nas
interacbes com as bandas de alginato e dextrana (ASLANI; KENNEDY, 1996; TAHA
et al., 2008).

A interacdo do zinco com os componentes da particula € evidenciada por um
aumento no tempo de retencdo da insulina nos ensaios de liberagdo em fluido
gastrointestinal simulado, assim como nas analises de DSC e infravermelho. Os
ensaios de liberacdo mostraram ndo haver uma difusdo imediata, como ocorre para
a insulina livre (FI), e nem em pH 6,8, o qual propicia uma pronta dissolucédo do
sistema como a formulacdo sem funcionalizacdo (NPC). O que pbde ser observado
foi uma correlacdo entre a concentracdo de zinco na formulagdo e uma maior
retencdo da insulina nas particulas mesmo em pH intestinal (6,8). Assim como o
efeito sobre a distribuicdo de tamanho, isso também pode estar relacionado a uma
interacdo do zinco com as bandas de alginato e dextrana no interior da particula
(TAHA et al., 2008), reforcando o modelo de egg-box.

Os ensaios de DSC mostraram haver interacdes entre 0os componentes
presentes nas formulacdes através de deslocamentos ou desaparecimentos de
picos endotérmicos. Foi possivel observar que os dois picos referentes a fusdo da
fenilalanina (LU, 2012), ndo foram observados ap0s a adicdo da mesma na
formulagdo contendo nanoparticulas com zinco a 100 pg/mL (NPC-Znieo). Outro
ponto importante foi o deslocamento do pico de volatilizagdo do acetato
(THANGAVEL et al.,, 2016), originalmente em 85,5°C para 57 e 49°C nas

formulagbes NPC-Znioo € de nanoparticulas com zinco a 100 pg/mL e fenilalanina
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(NPC-Znioo-Phe), respectivamente. Esse deslocamento pode ser resultado da
reducado da interacdo do zinco com o acetato, diminuindo o ponto de volatilizacéo.

As andlises de infravermelho mostraram, assim como no manuscrito I, que
houve reducéao da absorbancia em picos referentes ao oxigénio e nitrogénio, sendo
o ultimo evidenciado pela reducdo do grau de desacetilacdo (DDA). O DDA, que
originalmente era de 74% para a quitosana livre, passou para 57% apo0s a
complexacdo com as nanoparticulas, tendo uma nova redugdo para 55% apoés a
adicdo do zinco. Essas reducdes sao devido as interacbes com as aminas livres da
quitosana, fazendo com que as bandas referentes as mesmas sejam reduzidas
(REYNAUD et al., 2011).

Com os resultados de tamanho, polidispersividade, grau de retengéo do zinco
e perfil de liberacdo da insulina, foi possivel determinar a concentracdo 6tima de
zinco na formulacdo. Com essa concentracdo foram preparadas as nanoparticulas
funcionalizadas com imunoglobulina G em diferentes propor¢cées. Novamente
através de leituras de tamanho, PDI, PZ e estabilidade das formulagées, foi
determinada a concentracdo ideal de 1gG, sendo a formulagcdo contendo
nanoparticulas de alginato/dextrana complexadas com quitosana e funcionalizadas
com zinco (100 pg/mL) e imunoglobulina G (200 pug/mL), chamada de NPC-Znioo-
Ab2oo a que apresentou os resultados melhores e mais estaveis ao longo de 14 dias.
Essa mesma formulagdo mostrou ndo possuir contaminantes micrométricos pela
técnica de andlise por rastreamento de nanoparticula (NTA), corroborando os dados
anteriormente obtidos por espalhamento de luz dindmico (DLS).

Apesar das nanoparticulas funcionalizadas apresentarem valor de potencial
zeta menor que -30 mV, o0 que as torna capazes de provocar repulsédo eletrostatica
(WOITISKI et al., 2009b), o aumento da estabilidade pode ter sido provocado por
impedimento estérico (LI et al., 2016), ja que entre as formulac¢des funcionalizadas o
potencial zeta pouco variou.

Considerando a funcionalizacdo de nanoparticulas como principal foco deste
trabalho, a presente tese mostrou a viabilidade de promover a funcionalizacéo de
nanoparticulas com quitosana na sua superficie, sejam nanocépsulas poliméricas de
ndcleo oleoso, ou nanoparticulas gelatinosas complexadas com quitosana. Em
ambos o0s casos a funcionalizacdo nao provocou instabilidades no sistema, pelo
contrario, as nanoparticulas gelatinosas mostraram uma reducdo de tamanho,

polidispersividade e aumento da estabilidade. Assim, a funcionalizacao
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organometalica mostrou ser eficiente e promissora para se obter vetorizacao ativa e

desta forma, obter resultados mais eficazes para nanossistemas.
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12. CONCLUSOES



A partir das nanocapsulas funcionalizadas com interacdo organometalica, os
resultados obtidos em ambos 0s manuscritos mostraram ser possivel promover a
funcionalizacdo de nanoparticulas com quitosana na sua superficie.

As andlises de pH, potencial zeta e infravermelho das etapas de obtencdo de
nanoparticulas de triclosan e a-bisabolol, funcionalizadas com acido ascérbico
levaram a conclusédo de que a funcionalizacéo foi efetiva. Os mesmos resultados de
infravermelho obtidos para a suspenséo funcionalizada, também foram observados
para o seu respectivo po, isso evidenciou que as mesmas interacdes ocorreram.

Os resultados de citotoxicidade mostraram que as nanocapsulas revestidas
com quitosana (NCac) conseguiram reduzir a concentracdo de triclosan para
promover a atividade antitumoral, quando comparado com o triclosan livre (Tricomso).
No entanto, quando comparado a concentracdo de a-bisabolol a atividade foi mais
pronunciada para o farmaco livre (a-Biskton).

Os po6s de nanoparticulas funcionalizadas e sem funcionalizagéo, produzidos
com base nas nanocapsulas de triclosan e a-bisabolol, através de uma técnica
inovadora que permite eliminar a rota-evapora¢do, mostraram-se adequados para
administracdo pulmonar, com quase completa redispersdo em 15 minutos. Ainda, as
formulacdes foram capazes de atingir a regido alveolar em concentracdo superior a
dose necessaria para matar células de tumor pulmonar (A549), no entanto, muito
inferior a dose téxica pulmonar determinada em ratos.

Ja a funcionalizacdo com fenilalanina da formulacdo de nanoparticulas de
alginato/dextrana complexada com quitosana para administracdo de insulina por via
oral, mostrou reduzir o tamanho de particula e a sua polidispersividade, quando
comparado a particula sem funcionalizacao.

A funcionalizacdo também foi capaz de reter a insulina por um maior periodo
de tempo em fluido intestinal simulado, o que € importante para aumentar a chance
de interacdo das nanoparticulas com os receptores nas células intestinais, isso é
provavelmente devido ao zinco provocar um incremento na interacdo entre 0s
componentes.

Por sua vez, as nanoparticulas funcionalizadas com IgG mostraram ter
estabilidade por ao menos 14 dias, sendo comprovada a auséncia de contaminantes
micrométricos pela técnica de NTA. Com isso, ambas as formulacdes foram
inovadoras se mostraram promissoras plataformas para o tratamento do cancer de

pulmao e administracdo de peptideos de baixa absorc¢ao por via oral.
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13. PERSPECTIVAS FUTURAS



Esse projeto ainda prevé a realizacdo de ensaios de internalizacdo de
nanoparticulas de alginato/dextrana complexadas com quitosana ligada ao FITC e
funcionalizadas com IgG (NPC-Znioo-Ab2oo), a ser realizado em células CaCo-2 e
analisado em microscopia confocal de fluorescéncia, no centro de microscopia da
UFRGS. Também esta prevista a realizacdo de ensaio de HET-CAM para verificar o
potencial irritante das formulagdes revestidas com quitosana (NCac e SMi1sNCac) e
das formulagbes funcionalizadas com ferro e &cido ascorbico (NCrinaL €
SM15NCrinAL).
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