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RESUMO

Esta tese dedicou-se a investigar o uso de larvas de G. mellonella como modelo
alternativo in vivo para avaliar a toxicidade de formula¢gBes de nanocapsulas de
ndcleo lipidico (LNC) com diferentes revestimentos de superficie (1); bem como,
sintetizar formulacdes de LNCs contendo acido fusidico e sua avaliacédo
antimicrobiana in vitro (2); e sintetizar LNCs, cuja superficie é revestida com
lecitina-quitosana-polissorbato 80, funcionalizada com &cido fdlico e cloridrato de
doxorrubicina através da formagdo de um complexo de coordenacdo com zinco-
II, bem como, a sua avaliacdo bioldégica em modelos de células cancerigenas (3
e 4). Sendo assim (1), as larvas de G. mellonella sdo uma alternativa viavel e
promissora para estudos nanotoxicologicos in vivo. Os resultados mostraram
que as nanocapsulas com nucleo lipidico com superficie neutra (revestida com
polissorbato 80 — LNC-1), negativa (revestida com lecitina e polissorbato 80 -
LNC-2) ou positiva (revestido com lecitina, quitosana e polissorbato 80 - LNC-3)
nao demonstraram efeitos de toxicidade aguda no modelo de larvas de G.
mellonella. Assim, conclui-se que este modelo de invertebrado pode ser um
modelo Gtil para a triagem de toxicidade de nanoformulacfes. Posteriormente
(2), o desenvolvimento de uma nanoformulacao contendo o &cido fusidico - um
antibiético esterdide com acdo bacteriostatica, um acido carboxilico a, (-
insaturado com um grupo acetoxil e dois grupos hidroxil que se ligam ao
ribossomo para inibir a sintese proteica; demonstrou-se de que a
nanoencapsulacdo do acido fusidico modificou o comportamento biolégico do
farmaco e proporcionou melhor desempenho das formulagcées quando avaliada
a atividade antibacteriana in vitro contra as cepas de S. aureus, E. faecalis e S.
epidermidis. Além disso, o0s valores de potencial zeta diminuiram
consideravelmente nas formula¢des quando comparadas as formulacdes sem a
presenca de quitosana. Por espectroscopia no infravermelho, observamos que
as formulagbes em contato com bactérias apresentaram um modo de
alongamento de C = O, amida | ou modo de alongamento (C = O) do grupo COO-
(S. aureus); um modo de alongamento do grupo COO- e outro associado a
ligacbes C-O-C-éster (E. faecalis); e um modo de alongamento C = O, amida |
provavelmente relacionado a grupos carboxilicos (S. epidermidis). O estudo

atual apoiados por evidéncias in vitro oferecem dados preliminares e um raio de



esperanca para o desenvolvimento de uma nanoformulacdo candidata para o
tratamento de infec¢cOes causadas por bactérias Gram-positivas. Adicionalmente
(3), desenvolvemos uma nova estratégia para decorar a superficie das
nanocapsulas poliméricas usando reacoes interfaciais em agua. No presente
estudo, investigamos o papel da lecitina nas formulagdes para sintetizar uma
nova formulacédo e avaliar a atividade antitumoral contra culturas celulares de
cancer de ovario (OVCAR-3) e bexiga (T24) - os resultados indicaram que a
lecitina nas formulagbes é necesséaria para executar a funcionalizacdo de
superficie apropriada das nanocapsulas de nudcleo lipidico. Neste contexto, 0s
ensaios de inibicdo do crescimento celular revelaram que a formulacdo de
nanocapsulas de ndcleo lipidico dupla-funcionalizada com &acido fdlico-
doxorrubicina apresentou maior taxa da inducado de morte celular nas linhagens
de cancer de ovario (OVACAR-3) e bexiga (T24) quando comparada a solugéo
de doxorrubicina. No geral, nossos resultados sugerem que essa
nanoformulacdo inovadora com dupla funcionalizacdo pode ter aplicacdes
promissoras em nanomedicina, considerando a superexpressao de receptores
de folato por tumores. E por fim (4), demonstramos também que a coordenac¢ao
da doxorrubicina, um medicamento amplamente utilizado na quimioterapia do
cancer, e o acido fdélico, um ligante direcionado a terapia do cancer, as
nanocapsulas de nucleo lipidico para avaliar a eficacia da formulacao contra
células cancerigenas triplas negativas (MDA-MB-231) que superexpressam 0S
receptores de folato parecem promissoras para o tratamento do cancer de
mama. Mais importante, nossos dados demonstraram-se altamente eficazes na
inibicdo do crescimento de tumores de cancer de mama quando comparados a
uma solucdo de doxorrubicina. No entanto, mais estudos sdo necessarios para

demonstrar sua eficacia.

Palavras-chave: Nanocapsulas de nucleo lipidico, galleria mellonella, acido

fusidico, doxorrubicina, acido foélico.



ABSTRACT

This thesis is dedicated to investigating the use of G. mellonella larvae as an in
vivo alternative model to evaluate the toxicity of lipid-core nanocapsule (LNC)
formulations with different surface coatings (1); as well as synthesize LNCs
formulations containing fusidic acid and its in vitro antimicrobial evaluation (2);
and synthesize LNCs coated with lecithin-chitosan-polysorbate 80 and
functionalized with folic acid and doxorubicin hydrochloride through the formation
of a coordination complex with zinc-Il, as well as its biological evaluation in cancer
cell models (3 and 4). Thus (1), G. mellonella larvae are a viable and promising
alternative for in vivo nanotoxicological studies. The results showed that the
nanocapsules with neutral surface (coated with polysorbate 80 - LNC-1), negative
(coated with lecithin and polysorbate 80 - LNC-2) or positive (coated with lecithin,
chitosan and polysorbate 80 - LNC-3) did not demonstrate effects of acute toxicity
in the G. mellonella larvae model. In this way, concluded that this invertebrate
model can be a useful model for the screening of toxicity of nanoformulations.
Subsequently (2), the development of a nanoformulation containing fusidic acid -
a steroid antibiotic with bacteriostatic action, an a, B-unsaturated carboxylic acid
with an acetoxy group and two hydroxyl groups that bind to the ribosome to inhibit
protein synthesis; it was demonstrated that nanoencapsulation of fusidic acid
modified the biological behavior of the drug and provided better performance of
the formulations when the antibacterial activity was evaluated in vitro against the
strains of S. aureus, E. faecalis and S. epidermidis. In addition, zeta potential
values decreased considerably in formulations when compared to formulations
without the presence of chitosan. By infrared spectroscopy, it was observed that
the formulations in contact with bacteria showed to the stretching mode of C = O,
amide | or stretching mode (C = O) of the COO" group (S. aureus); a stretching
mode of COO- group and another stretching to C-O-C-ester bonds (E. faecalis);
and a stretching mode C = O, amide | likely to carboxylic groups (S. epidermidis).
The present study backed by in-vitro evidences offers preliminary data and a ray
of hope for the development of a candidate nanoformulation for the treatment of
infections caused by Gram-positive bacteria. Additionally (3), we developed a
new strategy to decorate the surface of polymeric nanocapsules using interfacial

reactions in water. In the present study, we investigated the role of lecithin in



formulations to synthesize a new formulation and evaluate the antitumor activity
against cell cultures of ovarian (OVCAR-3) and bladder (T24) cancer - the results
indicated that lecithin in the formulations is necessary for perform the proper
surface functionalization of the lipid-core nanocapsules. In this context, cell
growth inhibition assays revealed that the formulation of double-functionalized
lipid-core nanocapsules with folic acid and doxorubicin showed a higher rate of
cell death induction in ovarian (OVACAR-3) and bladder (T24) when compared
to doxorubicin in solution. In general, our results suggest that this innovative
nanoformulation with dual functionalization may have promising applications in
nanomedicine considering the overexpression of folate receptors in tumors. And
finally (4), we also demonstrated that the coordination of doxorubicin, a drug
widely used in cancer chemotherapy, and folic acid, a ligand used to cancer
therapy, to polymeric nanocapsules to evaluate the effectiveness of the
formulation against cells triple negative carcinogens (MDA-MB-231) that
overexpress folate receptors appear promising for the treatment of breast cancer.
Most importantly, our data demonstrated that nanoformulation proved to be highly
effective in inhibiting the growth of breast cancer tumor when compared to
doxorubicin in solution. However, further studies are needed to demonstrate its

effectiveness.

Keywords: Lipid core nanocapsules, galleria mellonella, fusidic acid,
doxorubicin, folic acid.
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INTRODUGCAO







A nanotecnologia é um campo da ciéncia que estuda a manipulacdo da
matéria em escala molecular e atbmica (BRAKMANE, WINSLET, SEIFALIAN,
2012). O prefixo "nano" da palavra nanotecnologia significa um bilionésimo
(1x10° nm) e é derivado da palavra grega "nanos" que denota o significado de
extremamente pequeno ou ando (KAUR, SINGH, KUMAR, 2012; MATHEW,
JOY, GEORGE, 2018). A nanotecnologia € considerada uma estratégia
alternativa promissora para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos a fim
de promover uma melhor entrega dos farmacos em locais especificos
(MUDSHINGE et al., 2011; MATHEW, JOY, GEORGE, 2018).

Dentre os diversos nanocarreadores propostos, as nanoparticulas
poliméricas tém sido amplamente usadas devido a sua capacidade de promover
uma liberagdo controlada e aumentar a eficidcia para a entrega de farmacos,
proteinas, peptideos e genes até o sitio especifico (MIKI et al., 2010; MATHEW,
JOY, GEORGE, 2018). Nas nanoparticulas poliméricas, os farmacos podem
estar dispersos na matriz polimérica (nanoesferas) ou confinado em um nucleo
polimérico (nanocapsulas) (NIKAM, RATNAPARKHIAND, CHAUDHARI, 2014;
RIZVI, SALEH, 2018). Neste sentido, o desenvolvimento de um tipo especifico
de nanocapsulas poliméricas compostas por triglicerideos de cadeia média,
monoestearato de sorbitano, poli(s-caprolactona) e polissorbato 80 foi proposto
pelo nosso grupo de pesquisa em 2001 (GUTERRES et al.,, 2001), sendo
nomeada como nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) em 2009 (JAGER et al.,
2009).

Neste contexto, o modelo de larvas de Galleria mellonella tém sido
propostos para a avaliacdo dos efeitos de toxicidade de patdégenos; no entanto,
ainda existem poucos estudos para nanomateriais, 0 que torna esse modelo
interessante para avaliar a toxicidade de nanoparticulas poliméricas revestidas
com diversos materiais. O modelo de G. mellonella possui diversas vantagens
como: as larvas pesam cerca de 250 mg, a sua criagdo tem um baixo custo,
podem ser criadas em temperaturas entre 20 °C e 30 °C e para infeccéo larval
estudos; e os testes podem ser realizados a temperaturas entre 15 °C e 37 °C
(REJASSE et al., 2012; JONES et al., 2010). Alem disso, € possivel determinar
e monitorar a viruléncia bacteriana apos sua infec¢cdo e também estabelecer a
porcentagem de sobrevivéncia bacteriana (RAMARAO, NIELSEN-LEROUX,
LERECLUS, 2012; GUILLEMET et al., 2010).
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Adicionalmente, o uso de antibiéticos que se ligam ao ribossomo para
inibir a sintese de proteinas, tais como o acido fusidico, tém sido uma excelente
opcao para o tratamento de infec¢des bacterianas (FERNANDES 2016; BORG
et al., 2015). O &cido fusidico possui um &acido carboxilico a, B-insaturado
(C31H4806) com um grupo acetoxila e dois grupos hidroxila (CURBETE e
SALGADO 2016). O acido fusidico pode ser usado em diversas formulacdes
para uso oral, intravenoso e tépico (TURNIDGE 1999), sendo um agente de
escolha indicado para o tratamento de estafilococos (FERNANDES 2016;
CURBETE e SALGADO 2016). Considerando que as nanopatrticulas poliméricas
exibem excelente atividade bactericida/bacteriostatica em respaldo ao aumento
da relacéo area-volume da superficie das particulas (ENGLER et al., 2012; KAR
et al., 2010); o &cido fusidico se torna um potencial candidato para ser
encapsulado e direcionado para inibir o crescimento de diversos patdégenos.

Nas ultimas décadas, o uso de nanoparticulas funcionalizadas tem sido
objeto de estudos para diversas aplicagcbes biomédicas (SUBBIAH,
VEERAPANDIAN, YUN, 2010; ELLAH, ABOUELMAGD, 2017). Através da
funcionalizacdo de superficie € possivel controlar de forma previsivel o
direcionamento das nanoparticulas para locais especificos (NEOUZE,
SCHUBERT, 2008; ELLAH, ABOUELMAGD, 2017; VAHED et al., 2018). Nesse
sentido, o acido félico tém sido um ligante de escolha para estudos de
direcionamento, pois possui alta estabilidade durante todo o seu transporte,
baixo custo e, além disso, pode ser conjugado em nanocarreadores (SCARANO
et al., 2013). Diversas linhagens de células cancerosas, tais como de rim,
pulmao, mama, célon e ovario possuem superexpressao de receptores de folato
(CHENG et al., 2013), tornando o acido félico um atrativo ligante para a superficie
de nanocarreadores. Neste contexto, a doxorrubicina € um farmaco amplamente
utilizado na quimioterapia do cancer e pertence a familia das antraciclinas
(THORN et al., 2011). Sua atuacédo, eliminando células que estdo em divisao
celular, retarda a propagacdo da doenca, fazendo com que o potencial da
doxorrubicina para o tratamento do cancer seja um dos mais potentes. Além
disso, a doxorrubicina é um farmaco aprovado para o tratamento do cancer pelo
Food and Drug Administration (FDA) (CARVALHO et al., 2009).

Sendo assim, a hipdtese levantada nesta tese foi desenvolver, testar a

seguranca e a versatilidade dos nanocarreadores poliméricos.
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A estrutura desta tese estd ilustrada no organograma abaixo (Fig. 1).
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Fig. 1. Estrutura da tese: Capitulo 1) Avaliagdo de toxicidade in vivo em modelo
de larvas de Galleria mellonella; Capitulo 1) Avaliagdo da atividade
antibacteriana in vitro contra bactérias Gram-positivas (S. aureus, E. faecalis e
S. epidermidis); Capitulo Ill) Sintese e avaliagédo da atividade antitumoral in vitro
contra culturas de cancer de ovario e bexiga e; Capitulo 1V) Avaliacdo da
atividade antitumoral in vitro contra cultura celular de cancer de mama com
superexpressao de receptores de folato.
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OBJETIVOS







OBJETIVO GERAL

Avaliar a seguranca e a versatilidade das nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNCs) funcionalizadas com polissorbato 80, ou com lecitina-polissorbato 80, ou
com lecitina-quitosana-polissorbato 80 - contendo ou nao acido fusidico - assim
como, funcionalizadas com lecitina-quitosana-polissorbato 80 e com cloridrato
de doxorrubicina e acido folico através da formacdo de um complexo de

coordenacao com zinco-Il.

Em respaldo disso, usamos o modelo de larvas de Galleria mellonella
como um novo modelo alternativo in vivo para determinar a toxicidade das
nanocapsulas de nucleo lipidico com diferentes revestimentos. Bem como, a
nanoencapsulacdo do acido fusidico foi proposta como uma plataforma versatil
para vetorizacao passiva contra bactérias Gram-positivas. Adicionalmente, em
virtude da versatilidade das nanocépsulas de nucleo lipidico para fornecer uma
complexacdo organometdlica, propusemos uma dupla funcionalizacdo de
superficie com doxorrubicina e &cido folico para vetorizagdo-passiva-ativa e sua
avaliacdo antitumoral contra cultura de células de cancer de ovério e bexiga.
Complementarmente, procuramos entender o mecanismo de acdo das
nanocapsulas de nucleo lipidico com dupla funcionalizacdo de superficie com
doxorrubicina e &cido félico (vetorizacdo-passiva-ativa) em uma linhagem de

cancer de mama triplo negativo com superexpresséo de receptores de folato.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO I:

O objetivo foi propor o uso de larvas de G. mellonella como modelo in vivo
para avaliar a toxicidade de formulacdes de nanocapsulas de nucleo lipidico
(LNC) com diferentes revestimentos de superficie. As formulacdes de LNC (sem
farmacos) foram revestidas com polissorbato 80 (LNC-1), lecitina e polissorbato
80 (LNC-2) ou lecitina, quitosana e polissorbato 80 (LNC-3).
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CAPITULO II:

O objetivo foi desenvolver uma formulacdo de nanocapsulas de nucleo
lipidico (LNC) contendo o acido fusidico e sua avaliacdo antibacteriana in vitro
contra cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus epidermidis. Adicionalmente, propusemos também avaliar,
assim como os espectros FTIR-ATR, o diametro das particulas e o potencial zeta

na interacdo nanocapsulas e bacterias.

CAPITULO Il

O objetivo foi investigar o papel da lecitina nas formulacdes para sintetizar
uma nova formulagdo: nanocapsulas de nucleo lipidico duplamente-
funcionalizada com &cido félico-doxorrubicina (LNC-CS-t-Zn+2-DOX-FA), bem
como avaliar a atividade antitumoral contra culturas celulares de cancer de ovario
(OVCAR-3) e bexiga (T24).

CAPITULO IV:

O objetivo foi coordenar, na superficie das nanocépsulas de nucleo
lipidico (LNC), a doxorrubicina (DOX), um farmaco amplamente utilizado na
quimioterapia do cancer, e o acido félico (FA), um ligante direcionador a células
que superexpressam receptores de folato, para avaliar a eficacia da formulagéo
(LNC-L-CS-Zn*2-DOX-FA) contra células de cancer de mama triplo negativo
(MDA-MB-231).
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CAPITULO |







O capitulo | desta tese foi submetido, aceito e publicado no “Journal of
Nanoscience and Nanotechnology”. O manuscrito original foi intitulado
“Galleria mellonella Larvae as an In Vivo Model to Evaluate the Toxicity of

Polymeric Nanocapsules”.

CE, RODRIGO; SILVA, RODRIGO CAMPOS; TRENTIN, DANIELLE SILVA;
MARCHI, JOAO GUILHERME BARRETO DE; PAESE, KARINA; GUTERRES,
SILVIA STANISCUASKI; MACEDO, ALEXANDRE JOSE; POHLMANN,
ADRIANA RAFFIN. Galleria mellonella Larvae as an In Vivo Model to Evaluate
the Toxicity of Polymeric Nanocapsules. JOURNAL OF NANOSCIENCE AND
NANOTECHNOLOGY, V. 20, p. 1486-1494, 2020. Doi:
https://doi.org/10.1166/jnn.2020.17170.

O Capitulo 1 é constituido por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
acima, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 43 — 80.
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CAPITULO I







O capitulo Il desta tese serd submetido para publicacdo no “International
Journal of Pharmaceutics”. O manuscrito original foi intitulado
“Antibacterial Activity against Gram-Positive Bacteria using Fusidic Acid-

Loaded Lipid-Core Nanocapsules™.

Rodrigo Cé, Barbara Zoche Pacheco, Taiane Medeiro Ciocheta, Fabio de Souza
Barbosa, Aline de Cristo Alves, Danieli Rosane Dallemole, Vladimir Lavayen,
Silvia Stanisguaski Guterres, Martin Steppe, Adriana Raffin Pohlmann

O texto completo da parte que integra o capitulo 2 desta tese defendida que
ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 85 — 151 foi suprimido por se
tratar de objeto de publicacdo em periddico cientifico indexado que exige

transferéncia de direito de cépia.
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CAPITULO Il







O capitulo lll desta tese foi submetido para publicacdo no “Pharmaceutical
Research”. O manuscrito original foi intitulado “Folic acid-doxorubicin-
double-functionalized-lipid-core nanocapsules: Synthesis, Chemical
Structure Elucidation and Cytotoxicity Evaluation on Ovarian (OVCAR-3)

and Bladder (T24) cancer cell lines”.

Rodrigo Cé, Vladimir Lavayen, Gabriela Klein Couto, Jodo Guilherme Barreto De
Marchi, Barbara Zoche Pacheco, Leticia Antunes Natividade, Tiago Ost Fracari,
Taiane Medeiro Ciocheta, Aline de Cristo Soares Alves, Denise Soledade
Jornada, Silvia Stanisguaski Guterres, Fabiana Seixas, Tiago Collares, Adriana

Raffin Pohlmann.

O texto completo da parte que integra o capitulo 3 desta tese defendida que
ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 157 — 222 foi suprimido por
se tratar de objeto de publicacdo em periodico cientifico indexado que exige

transferéncia de direito de cépia.
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CAPITULO IV







O capitulo IV desta tese serd submetido para publicacdo no “International
Journal of Pharmaceutics”. O manuscrito original foi intitulado “ Folic
acid-doxorubicin polymeric nanocapsules: a promising formulation for

the treatment of triple negative breast cancer”.

Rodrigo Cé, Gabriela Klein Couto, Barbara Zoche Pacheco, Danieli Rosane
Dallemole, Julia Damé Paschoal, Bruna Silveira Pacheco, Silvia Stanis¢uaski

Guterres, Fabiana Seixas, Tiago Collares and Adriana Raffin Pohlmann

O texto completo da parte que integra o capitulo 4 desta tese defendida que
ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 227 — 265 foi suprimido por
se tratar de objeto de publicacdo em periodico cientifico indexado que exige

transferéncia de direito de copia.
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DISCUSSAO




O texto completo da parte que integra da discussao desta tese defendida que
ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 269 — 287 foi suprimido por se
tratar de objeto de publicacdo em perioddico cientifico indexado que exige

transferéncia de direito de cépia.
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CONCLUSAO




O texto completo da parte que integra a conclusdo desta tese defendida que

ocupa o intervalo compreendido entre as paginas 291 — 294 foi suprimido por

se tratar de objeto de publicagdo em periddico cientifico indexado que exige
transferéncia de direito de cépia.
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