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RESUMO

A utilizacdo de moléculas de siRNA para o silenciamento génico tem
adquirido importancia para o tratamento do cancer, sendo que o primeiro
farmaco baseado neste principio foi aprovado nos EUA em 2018. A
abordagem consiste em impedir a expressdo de proteinas essenciais para
o desenvolvimento da doenca, dependendo do gene alvo. Neste trabalho,
0 gene Vegf foi selecionado, por ser um fator mediador da angiogénese
no cancer e pode ser uma estratégia interessante para prevenir o
crescimento e proliferacdo de células tumorais. Porém, ha barreiras que
precisam ser ultrapassadas para o siRNA alcancar as células alvo e
promover o silenciamento génico, apds entrega sistémica. As principais
barreiras consistem na fragilidade da molécula de siRNA na circulagéo,
no reconhecimento pelo sistema imune, na captacdo intracelular
deficiente e no ambiente acido do endossoma. Assim, o objetivo desse
trabalho é verificar a eficiéncia de um nanocarreador em proteger e
promover a entrega sistémica de siRNA para o gene Vegf para terapia
anti-cancer com alvo especifico, em um modelo de cancer de mama
murino. Nanoparticulas hibridas contendo ions célcio na fase inorganica
e copolimero em bloco PEG-acido glutimico na fase organica foram
preparadas e purificadas utilizando sistema Amicon® Pro Purification.
As nanoparticulas formam-se por um processo préprio de organizacao
(auto-associacdo) em condicOes estequiométricas. Para determinacéo do
tamanho e morfologia, técnicas incluindo o Espalhamento Dinamico de
Luz (do Inglés Dynamic Light. Scattering, DLS) e Microscopia Eletrénica
de Transmissdo (MET) foram utilizadas. A fim de verificar a quantidade
de ions célcio e fésforo removidos durante o processo de purificacdo,
ensaios colorimétricos foram realizados. Para os estudos in vivo, células
de cancer de mama murino 4T1 foram inoculadas por via subcutanea na
glandula mamaria abdominal em camundongos Balb/c fémeas. Para o
ensaio antitumoral, nanoparticulas carreando siVEGF foram injetadas na
veia caudal e o tamanho do tumor e massa corporal foram monitorados
por 14 dias. Apds administragdo das nanoparticulas foi realizada
avaliacdo histopatologica dos 6rgdos e dos tumores, analisados 0s
parametros hematoldgicos e bioquimicos e avaliado o silenciamento
génico por RT-gPCR e Western Blot. Para avaliar a biodistribuicéo e
acumulo no tumor, nanoparticulas hibridas contendo siRNA marcado
com cianina 5 foram injetadas pela via intravenosa utilizando a veia
caudal. A intensidade de fluorescéncia no figado, baco, pulméo, coracéo,
rins e tumor foi determinada usando o equipamento In-Vivo Xtreme,
normalizada pela massa. Os nanocarreadoes apresentaram tamanho e



indice de polidispersdo similares antes e apos processo de purificacéo,
com remocdo eficiente de célcio e fésforo livres. As imagens obtidas por
MET revelaram que as nanoparticulas purificadas apresentaram tamanho
relativamente esférico e homogéneo. Foi observada a diminuicdo do
tamanho dos tumores tratados com as nanoparticulas contendo siVEGF.
A reducdo no crescimento tumoral foi relacionada ao silenciamento in
vivo do gene Vegf no grupo tratado. A intensidade de fluorescéncia em
niveis significativos foi detectada nos rins e nos tumores tratados,
indicando acimulo de siRNA no tumor pela entrega efetiva dos
nanocarreadores. Os resultados indicam os sistemas hibridos aqui
desenvolvidos como carreadores efetivos de moléculas de siRNA para a
terapia antitumoral, com o silenciamento do gene Vegf no céncer de
mama.

Palavras-chave: siVEGF. PEG(4cido glutdmico). Nanoparticulas.
Céncer de Mama.



ABSTRACT

HYBRID NANOPARTICLES AS DELIVERY SYSTEM OF
SiIRNA: IN VIVO Vegf GENE SILENCING IN BREAST CANCER

The use of siRNA molecules for gene silencing has acquired importance
for the cancer treatment, wherein the first drug based on this principle was
approved in the US in 2018. The approach is to prevent the expression of
proteins essential for the disease development, depending on the target
gene. In this work, the Vegf gene was selected, since it is a mediating
factor of angiogenesis in cancer and may be an interesting strategy to
prevent the growth and proliferation of tumoral cells. However, is
necessary to overcome barriers to systemically deliver siRNA to target
cells and promote gene silencing. The main barriers are the fragility of
SiRNA in the circulation, recognition by the immune system, the
inefficient cellular uptake, and the acid environment of the endosome.
Thus, the aim of the present study is to verify the efficiency of a carrier
system to protect and deliver siRNA to Vegf gene for a target-specific
anti-cancer therapy in a murine breast cancer model. Hybrid nanoparticles
composed of calcium ions as inorganic phase and a PEG-glutamic acid
copolymer as the organic phase was prepared and purified using
Amicon® Pro Purification System. The nanoparticles were formed by
self-assembling of the components in stoichiometric conditions. For the
determination of the size distribution and morphology of the nanocarriers,
dynamic light scattering (DLS) technique and transmission electron
microscopy (TEM) were carried out. To quantify the amount of calcium
and phosphorus ions removed by the purification process, colorimetric
assays were performed. For in vivo studies, female BALB/c mice were
subcutaneously inoculated into the abdominal mammary gland with 4T1
breast carcinoma cells. For the antitumor activity, hybrid nanoparticles
loading siVEGF were injected into the tail vein and tumor size and body
weight were monitored for 14 days. After administration of the
nanoparticles, histopathological evaluation of organs and tumors was
performed, hematological and biochemical parameters were analyzed and
gene silencing using RT-qPCR and Western Blot was evaluated. To
evaluate biodistribution and tumor accumulation, hybrid nanoparticles
containing Cy5-labeled siRNA were intravenously injected into the tail
vein. The fluorescence intensity of the liver, spleen, lung, heart, kidneys,
and tumor was determined using the In-Vivo Xtreme system and
normalized to the weight. Nanocarriers were confirmed to have similar
size and polydispersity index before and after the purification process



with efficient removal of free calcium and phosphorus. The TEM images
revealed nanoparticles with a relatively homogenous rounded shape. The
decrease in the size of the tumors treated with the nanoparticles
containing SiVEGF was observed. The reduction in tumor growth was
related to in vivo Vegf gene silencing in the treated group. Significantly
fluorescence intensity was detected in kidney and tumors treated,
indicating enhanced tumor accumulation of siRNA by hybrid
nanoparticles delivery. The results indicate the hybrid systems developed
here as effective carriers of sSiRNA molecules for anticancer therapy with
the Vegf gene silencing in breast cancer.

Keywords: siVEGF. PEG(glutamic acid). Nanoparticles. Breast Cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer é definido como o crescimento e proliferacdo celular de
maneira descontrolada. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2018, 9,6 milhes de mortes em todo mundo tiveram como
causa esta doenga. O cancer de mama é o segundo mais comum e 0 mais
frequente no sexo feminino, entre todos os tipos de cancer (WHO, 2019;
INCA, 2019a).

Uma estratégia terapéutica interessante para o cancer é a utilizacao
de terapias-alvo, valendo-se de moléculas alvo-especificas com o intuito
de evitar a ativacdo de mecanismos de resisténcia aos farmacos ou de
causar efeitos adversos que sdo comuns nas terapias convencionais
(ABOU-JAWDE et al., 2003; HIGGINS; BASELGA, 2011). Entre essas
moléculas, o siRNA (short interfering RNA) pelo efeito de RNA de
interferéncia (RNAI) é capaz de inibir a expressdo de genes envolvidos
com as doencas, por silenciamento génico pos-transcricional
(ELBASHIR et al., 2001).

O silenciamento génico promove a reducdo da produgdo de
proteinas mutadas ou com a expressdo inadequada (FIRE et al, 1998; KIM
etal., 2008; JAIN; PATHAK; VAIDYA, 2018), sendo uma alternativa de
potencial para o tratamento de doengas como o cancer. Além disso,
canceres como o de mama triplo negativo ndo possuem terapia alvo, pois
ndo apresentam receptores de estrégeno, progesterona e HER2 (receptor
do fator de crescimento epidermal humano 2). Nesse tipo de céncer, a
quimioterapia é o tratamento de escolha e apresenta resultados limitados
com baixos indices de sobrevida (INCA, 2019b; ONITILO et al., 2009).

Entre os genes com expressdo anormal no cancer, encontra-se o
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), que é o principal
mediador da angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos),
fendmeno diretamente envolvido com o crescimento do tumor,
progressdo e desenvolvimento de metastases. O VEGF, estando
superexpresso em células tumorais, pode ser um alvo de escolha para
silenciamento génico. Estratégias anti-VEGF para tratar o cancer sdo
projetadas para atingir a fungéo pro-angiogénica do VEGF e deste modo
inibir a neovascularizagdo, impedindo o fornecimento de suprimentos
necessarios para a proliferacdo celular tumoral (LIN; ZHANG; LUO,
2016; RIBATTI et al., 2016).

Entretanto, como as moléculas de siRNA possuem alta massa
molecular e carga negativa, a aplicacdo in vivo ndo é efetiva. Além disso,
guando aplicadas em um organismo para terapia por RNAI, sdo
degradadas por enzimas endodgenas, sendo necessario o uso de
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nanocarreadores, o que tem mostrado eficiéncia para promover a protecdo
do acido nucleico e garantir a respectiva entrada no citoplasma das
células, onde ocorre a acdo do siRNA (PECOT et al., 2010).

Entre as possibilidades de nanocarreadores, as nanoparticulas
baseadas em fosfato de calcio (CaP), por serem constituidas de um
componente biocompativel e por adsorverem moléculas polianidnicas,
sdo promissoras para entrega efetiva de siRNA (ZHANG; KATAOKA,
2009). Ainda, a complexacdo de fosfato de calcio com poli(etilenoglicol)
(PEG), na preparacdo das nanoparticulas, permite o controle do
crescimento de cristais do sal de célcio, além de promover beneficios
quanto a aplicagao sistémica, pois minimiza as interacdes ndo especificas
e aumenta a acumulagao do carreador no tumor (ELSABAHY et al, 2008;
KAKIZAWA et al, 2004; KAKIZAWA,; KATAOKA, 2002).

Aacumulacdo efetiva dos nanocarreadores no tumor ocorre através
do efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR) como
consequéncia das diferencgas intrinsecas do microambiente tumoral. Um
exemplo, sdo 0s espagos presentes apenas no endotélio vascular no tumor,
gue permitem o extravasamento de nanoparticulas a partir dos vasos
sanguineos para o tecido tumoral. (MAEDA, 2010; MATSUMURA,
MAEDA, 1986).

Sabe-se que existem inGmeros nanocarreadores de Aacidos
nucleicos constituidos por materiais diversos, porém, a maioria necessita
de numerosas etapas de preparacéo e alta energia para a formacao. Além
disso, alguns apresentam baixa estabilidade e toxicidade e ndo conseguem
atingir os tumores sélidos nos testes in vivo (ZHANG et al., 2018).

Diante desse cenario, neste trabalho, nanoparticulas hibridas de
fosfato de calcio (CaP) e blocos do copolimero PEG-acido glutamico
(PEG-PGLU) foram produzidas e purificadas para entrega in vivo de
SiRNA, para o silenciamento do gene Vegf em modelo de cancer de mama
murino e consequentemente, a realizacdo da terapia antitumoral pelo
efeito de RNA..
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Preparar e avaliar a atividade antitumoral in vivo de um sistema
nanocarreador hibrido contendo siRNA para o gene Vegf, usando
modelo de cancer de mama murino.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Preparar, purificar e caracterizar nanoparticulas hibridas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP;

b) Analisar o efeito antitumoral das nanoparticulas hibridas in vivo, ap6s
inducéo do tumor;

c) Analisar o silenciamento do gene Vegf, por meio da técnica de RT-
gPCR, ap6s inducdo do tumor e tratamento dos animais com as
nanoparticulas hibridas;

d) Analisar o contetdo da proteina VEGF ap6s inducédo do tumor e
tratamento dos animais com as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP;

e) Realizar anélise histopatoldgica dos tumores e érgaos apos tratamento
dos animais com as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP;

) Analisar a biodistribui¢do e o acimulo das NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP in vivo;

g) Verificar pardmetros bioguimicos, hematoldgicos e antropométricos,
apos administracdo das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP in vivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ASPECTOS RELEVANTES SOBRE O CANCER DE MAMA

O cancer é considerado um importante problema de satde publica.
Em 2018, um nimero significativo de mortes em todo 0 mundo, estimado
em 9,6 milhdes, teve como causa diferentes tipos de cancer. Além disso,
estimativas apontam que, em 2010, 0 cancer gerou um custo econdémico
anual de 1,16 trilhdes de délares a nivel mundial (WHO, 2019).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Céncer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), séo esperados 600 mil novos casos para
cada ano do biénio 2018-2019. Entre os tipos de cancer, os mais
incidentes no Brasil sdo: prdstata, pulm&o, mama feminina, c6lon e reto.
Ainda, os mais frequentes desta relacdo sdo o de préstata para homens
(aproximadamente 68 mil casos) e o de mama para mulheres
(aproximadamente 60 mil casos) (Figura 1). Aproximadamente 70% dos
nOVos casos encontram-se nas regides Sul e Sudeste, principalmente nesta
ultima, que representa quase a metade da incidéncia. Em todas as regies
do Brasil, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de
mama feminino tem uma incidéncia preeminente, exceto na regido Norte,
na qual representa o segundo tumor mais incidente. Além disso, o cancer
de mama ¢é a principal causa de morte por cancer nas mulheres, tendo
como estimativa 522 mil mortes em 2012 (INCA, 2019a).

O céncer caracteriza-se pelo crescimento e proliferacdo anormal
das células de maneira incontrolavel, podendo levar a alteractes
funcionais, além de possuir a habilidade de invadir outros érgaos e tecidos
(MITRA et al., 2015; INCA,2017). Um tumor pode ser classificado como
benigno ou maligno. Um tumor benigno representa uma massa localizada
de células que possuem proliferacdo lenta e semelhanca ao tecido de
origem, apresentando risco de vida baixo. JA& o tumor maligno é
caracterizado pela divisdo agressiva e descontrolada das células, com
formacdo de um aglomerado de células tumorais. (FENG et al., 2018,
INCA, 2017).
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Figura 1 - Estimativa para 2018 dos dez tipos de cancer mais incidentes no
Brasil, por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronguio e Pulmdo 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%
Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmdo ~ 12.530 6,2%
Gavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esbfago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%
Bexiga 6.600 3,1% Gorpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150 3,0%
Leucemias 5.040 2,8% Sisterna Nervoso Central 5.510 2,1%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA (2019a).

Os tipos de cancer de mama mais comuns séo carcinoma ductal in
situ, carcinoma ductal invasivo e carcinoma lobular invasivo. Quando as
células epiteliais que revestem 6rgaos e tecidos sao afetadas inicialmente
pelos tumores, tém-se o carcinoma. Se células epiteliais fazem parte do
tecido glandular, denomina-se adenocarcinoma, podendo ter inicio nos
ductos ou nos l6bulos. Outros tipos de cancer de mama que ndo sdo
comuns incluem: cancer de mama inflamatorio (tipo incomum invasivo),
phyllodes (o desenvolvimento ocorre no tecido conjuntivo, no estroma da
mama), doenca de Paget (comeca nos ductos mamarios e espalha-se para
a pele do mamilo e posteriormente para a aréola) e angiossarcomas (tém
inicio nas células que revestem 0s vasos sanguineos ou vasos linfaticos,
podendo atingir o tecido mamario ou a pele da mama). Ainda, o cancer
de mama pode espalhar-se para os tecidos adjacentes. Quando nédo se
espalham sdo denominados de céncer de mama in situ, tendo como
representantes o carcinoma ductal in situ e o carcinoma lobular in situ. Ja,
guando invadem o tecido mamario adjacente, sdo canceres invasivos ou
infiltrantes, com possiblidade de metastase em locais distantes
(TAVASSOLI; DEVILEE, 2003, SIBBERING; COURTNEY, 2019;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

O carcinoma ductal in situ ou carcinoma intraductal possui um
diagndstico relativamente comum entre mulheres que se submeteram a
mamografia. Trata-se de um cancer nao invasivo com alto poder de cura.
No entanto, com o passar do tempo, podem ocorrer metastases para 0s
tecidos adjacentes. No carcinoma lobular in situ ou neoplasia lobular,
células parecidas com células cancerigenas crescem nos lébulos das
glandulas que produzem o leite, mas esse crescimento ndo extravasa a
parede dos mesmos. Portanto, ndo € considerado cancer. Entretanto, € um
diagnostico importante, pois pode indicar o desenvolvimento de um
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cancer de mama invasivo futuro (WEN; BROGI, 2018; WARD et al.,
2015; LEE et al., 2012; KERLIKOWSKE, 2010; MALUF; KOERNER,
2001).

O carcinoma ductal invasivo é o cancer de mama mais comumente
diagnosticado. No carcinoma, ha a proliferacédo das células que revestem
0 ducto de leite e também crescem nos tecidos mamarios proximos pelo
rompimento do ducto e, a partir do sistema linfatico ou da corrente
sanguinea, pode levar a metastases por todo o corpo. Ja o carcinoma
lobular invasivo tem inicio nos I6bulos, e pode também espalhar-se por
todo o corpo. No entanto, ha outros tipos de cancer de mama invasivos
que sdo denominados especiais, pois sdo incomuns e correspondem a
menos de 5% do total (BANDYOPADHYAY; BLUTH; ALI-FEHMI,
2018; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019).

Os tipos de cancer de mama também podem ser identificados de
acordo com a presenca ou ndo de receptores. Horménios como estrogénio
e progesterona, por exemplo, sdo importantes pois, quando se ligam aos
respectivos receptores, estimulam o crescimento das celulas do cancer,
podendo-se definir a linha de tratamento com a utilizacdo de farmacos
que reduzam ou impecam que esses hormonios se liguem aos respectivos
receptores. Células de cancer de mama positivas para receptores
hormonais tém receptores para estrogénio (ER) ou progesterona (PR).
Possuem um crescimento lento quando comparados aos que sao negativos
para receptores hormonais. No caso do cancer de mama negativo para
receptores de hormdnios, as células ndo possuem receptores de estrogénio
e de progesterona. Portanto, a terapia hormonal é ineficaz. O cancer de
mama triplo positivo é referente a positividade aos receptores ER, PR e
HER2 (receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano) e
possui como opgBes o tratamento hormonal, bem como medicamentos
baseadosem HER2 (LOIBL; GIANNI, 2017; TURNER et al., 2017; VICI
etal., 2015; TAVASSOLI; DEVILEE, 2003).

O subtipo de cancer de mama triplo-negativo ndo possui receptores
de estrogénio, progesterona e HER2. S&o mais comuns em mulheres mais
jovens e em afro-americanas. Sdo complexos e agressivos, possuem um
crescimento rapido e poder de metéstase maior que 0s outros tipos de
cancer de mama. A terapia hormonal também € ineficaz, bem como a
terapia envolvendo HER2. Em alguns casos, a quimioterapia pode ser (til
(CAREY etal., 2010; A STEAD et al., 2009).

Os tratamentos do céncer de mama triplo negativo podem
apresentar restricdo quanto a eficacia, devido a heterogeneidade desse
tipo de céncer. Portanto, o desenvolvimento de terapias direcionadas
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eficazes € um desafio na pesquisa por novos farmacos para o cancer de
mama triplo negativo (LEE; DJAMGOZ, 2018).

2.1.1 Fatores de Risco e Prevencéo do Cancer de Mama

Identificado como uma doenca multifatorial, o cancer de mama
possui inumeros fatores que contribuem para o seu aparecimento.
Primeiramente, ser do sexo feminino é um fator de risco inerente ao
cancer de mama, sendo 100 vezes maior a chance de desenvolvimento da
doenca aparecer em mulheres do que em homens. A idade também é
importante, em que mulheres com 55 anos ou mais tém maior
probabilidade de receber o diagndstico da doenca. Além disso, o fator
familiar pode estar associado a doenca, bem como a falta de atividade
fisica da pds-menopausa, obesidade, excesso de alcool e uma alimentagdo
inadequada contendo gordura saturada e baixa ingestéo de frutas, legumes
e verduras (FENG et al., 2018).

O céncer de mama apresenta caracteristicas complexas no que diz
respeito aos fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. MutacOes
genéticas, principalmente nos genes BRCA1 e BRCA2 levam ao aumento
da susceptibilidade do desenvolvimento do cancer de mama. Entretanto,
mesmo em mulheres que apresentam mutacdo em BRCAL e 2 sem
historico familiar de primeiro grau com cancer de mama, a doenca podera
se desenvolver. Outros eventos envolvidos com a causa da doenca sdo:
primeira menstruacdo com menos de 12 anos, menopausa apds 55 anos,
mulheres que nunca engravidaram, primeira gravidez apds os 30 anos,
uso prolongado de anticoncepcionais, terapia de reposi¢cdo hormonal pés
menopausa e exposicdo a radiacdo ionizante (FENG et al., 2018;
METCALFE et al., 2018; DROOGER et al., 2015; STEWART; WILD,
2014; KAAKS et al., 2005; CIBULA et al., 2010).

Para mulheres com alta probabilidade de desenvolver o cancer de
mama, é possivel auxiliar na reducéo do risco de desenvolver a doenca,
evitando os fatores de risco e adquirindo habitos saudaveis. Quando ha a
necessidade de tratamento, tamoxifeno e raloxifeno sdo farmacos que
atuam por bloquear a acdo do estrogénio na mama e podem ser uma
opcdo, bem como inibidores da aromatase. Porém, esses medicamentos
podem causar efeitos adversos e o risco/beneficio deve ser analisado.
Além disso, o risco aumentado de desenvolver o cncer de mama pode
ser determinado pelo modelo de Gail, que mostra uma estimativa do risco
de uma mulher desenvolver cncer de mama durante o intervalo de tempo
especificado (GAIL et al, 1989). Os fatores de risco considerados no
modelo sdo: idade em que a mulher teve o primeiro filho, idade da
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menarca, historico de cancer de mama em parentes de primeiro grau e
nimero de biopsias mamarias prévias. A retirada cirlrgica da mama
também pode ser uma escolha. Exames médicos para deteccdo precoce
sdo importantes, principalmente para um tratamento menos deletério
(YANG et al., 2016).

2.1.2 Diagnostico e Tratamento do Cancer de Mama

Primeiramente, detectar sintomas de cancer preditivos ¢é
importante. Nédulo no seio, assimetria, retracdo da pele, retracéo recente
do mamilo, secre¢cdo mamilar com cor de sangue e alterages eczematosas
na aréola sdo alguns deles. A reducdo da mortalidade por cancer de mama
pode ocorrer em mais de 50% em mulheres com menos de 65 anos de
idade devido ao diagndstico precoce e tratamento efetivo menos
agressivo. O diagnostico do cancer de mama ¢é realizado a partir de uma
combinagdo de histdrico clinico, exames fisicos e visualiza¢do direta da
area atingida por mamografia. Biopsia de tecidos alterados é utilizada
para confirmagdo de diagno6stico por exame histopatoldgico
(SIBBERING; COURTNEY, 2019; MEDEIROS; THULER,;
BERGMANN, 2019; WHO, 2017; STOCKTON et al., 1997).

O tratamento do céncer de mama é baseado na extensdo
(estadiamento) e caracteristicas biologicas da doenca, bem como nas
caracteristicas do préprio individuo, como idade, menopausa,
comorbidades, entre outras. Pode ser divido em local ou sistémico. O
local inclui cirurgia e radioterapia. O sistémico tem como representantes
a quimioterapia, hormdnio terapia e terapia biolégica.

Nos estadios inicias da doenca (I e Il), em que os tumores sdo
relativamente pequenos e ndo se espalharam para os nddulos linfaticos ou
espalharam-se para nédulos linfaticos proximos, a cirurgia €
predominantemente realizada, podendo ser conservadora, ou seja, €
retirado somente o tumor, ou ainda radical, chamada de mastectomia, com
retirada total da mama seguida ou ndo de reconstrugdo. Para melhorar o
prognostico; deve-se, ainda, realizar a avaliacdo dos linfonodos axilares.
Em alguns casos, apos esses procedimentos, a radioterapia e o tratamento
sistémico sdo indicados. Em pacientes que apresentam tumores maiores e
localizados (estadio Il1), a abordagem sistémica, com quimioterapia, na
maioria dos casos, € a escolha inicial, seguido de cirurgia e radioterapia.
No ultimo estadio (IV), ha presenga de metéstases e a modalidade
sistémica é preconizada, buscando o prolongamento da vida do paciente.
Para o cancer de mama do tipo inflamatdrio, € indicado quimioterapia.
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(SIBBERING; COURTNEY, 2019; INCA, 2019c; MORAN et al., 2014;
GIULIANO, 2011)

A quimioterapia pode ser administrada por via intravenosa ou oral;
ou ainda, mais raro, no liquido espinhal que envolve o cérebro e a medula
espinhal. Em combinacdo de 2 ou 3 farmacos, este tipo de tratamento
mostra-se mais eficaz, na maioria dos casos. Os farmacos utilizados sdo:
antraciclinas, como doxorrubicina, doxorrubicina lisossémica peguilada,
epirrubicina, taxanos, como paclitaxel e docetaxel, 5-fluorouracil,
ciclofosfamida, agentes de platina (cisplatina, carboplatina), vinorelbina,
capecitabina, gemcitabina. Em estagios avancados do cancer de mama, a
terapia Unica é mais frequente (CARDOSO et al., 2019; HASSAN, 2010).

Apesar dos beneficios do tratamento, a quimioterapia ainda esta
relacionada a muitos efeitos adversos, de simples a severos. Os mais
comuns sdo: perda de cabelo, perda de apetite ou alteracdes de peso,
néusea, vomito e diarreia, fadiga, dor, insénia, maior chance de infecgdes
e fadiga. Além disso, a doxorrubicina e a epirrubicina podem causar
danos permanentes ao coracdo (cardiomiopatia), com um aumento no
risco se utilizado por muito tempo ou em altas doses. Ainda, as mulheres
podem apresentar problemas de concentracdo e memoria, por muito
tempo (WANG; YIN; JIA, 2019; BLOK et al., 2018; LI et al., 2017,
VOROBIOF, 2016; CHATTERJEE et al., 2010; MEINARDI, 2002).

No caso dos canceres de mama positivos para receptor de
estrogeno e progesterona, a terapia hormonal é recomendada. Pode ser
utilizada como terapia adjuvante apds a cirurgia, para evitar recidivas; em
alguns casos também pode ser utilizada antes do procedimento cirdrgico,
além do uso paliativo na presenca de metastases. O tempo de utilizacdo é
de pelo menos 5 anos. A terapia hormonal inclui fArmacos que blogueiam
0s receptores de estrogeno das células de cancer de mama, como
tamoxifeno; farmacos que impedem a sintese de estrogénio, como
inibidores da aromatase; farmacos que atuam na supressdo do ovario
como triptorelina; andrégenos e altas doses de estrogénio. Alguns efeitos
adversos com o uso desta terapia sdo: ondas de calor, fadiga, artralgia,
doenca cardiovascular (BECOURT; ESPIE, 2019; BLOK et al., 2018;
BENNINK et al., 2017).

Os cénceres de mama triplo-negativos nao tém receptores
hormonais, e, portanto, ndo contam com a utilizacdo de terapia hormonal
como possibilidade de tratamento. Além disso, medicamentos que tém
como alvo 0 HER2 também néo séo capazes de auxiliar no tratamento. A
quimioterapia € geralmente o tratamento padrdo. Assim, muitos ensaios
clinicos estdo sendo desenvolvidos tendo como alvo as vias de
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sinalizagBes envolvidas com esse tipo de céncer de mama (LEE;
DJAMGOZ, 2018).

Entre os alvos para terapia do cancer de mama triplo negativo
encontra-se 0 gene VEGF, que se apresenta superexpresso nesta doenca e
estd relacionado com mau prognostico (RIBATTI et al., 2016;
LINDERHOLM et al., 2009).

2.2 ANGIOGENESE E O CANCER

Angiogénese é o processo de formacdo de novos vasos sanguineos
a partir de uma vasculatura prévia, que possui proteinas reguladoras, as
quais se ligam a receptores presentes na superficie das células endoteliais
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996; HOEBEN, 2004). Dois reguladores
que estimulam e inibem esse processo sdo, respectivamente, o0 VEGF
(Figura 2) e a trombospondina-1 (TSP-1) (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

Figura 2 - Interacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no
microambiente tumoral, mediando a angiogénese.
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O VEGF interage com receptores expressos (VEGFR) nas células. Pode atuar
como quimioatrativo para células T reguladoras (Treg), inibindo a resposta imune
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antitumoral. A secrecdo de VEGF pode se dar através de fibroblastos, macréfagos
e células endoteliais. O VEGF também altera a permeabilidade vascular, o que
gera o depdsito de matriz de fibrina, formando o estroma. O fator é secretado por
células tumorais e leva a um fenétipo de transi¢do epitelial-mesenquimal, com
aumento da invasividade e sobrevida do tumor. As setas indicam a fonte e 0s
alvos do VEGF nos tumores. Fonte: Goel e Mercurio (2013).

O VEGF é uma glicoproteina homodimérica que apresenta massa
molar de aproximadamente 45 kDa. E o principal regulador da formag&o
de novos vasos sanguineos durante o periodo embrionario, pés-natal e
posteriormente na homeostase das células endoteliais fisioldgicas
(CARMELIET, 2005). Os membros da familia VEGF incluem VEGFA,
VEGFB, VEGFC, VEGFD e fator de crescimento placentario (PLGF).
Estes membros possuem diferencgas quanto a especificidade de receptores,
padréo de expressdo e funcdes bioldgicas. Os receptores para VEGF séo
receptores tirosina cinase, VEGFR1, VEGFR2, e VEGFRS3, que estdo
expressos nas células endoteliais vasculares e séo relacionados com a
sinalizacdo de VEGF (Figura 3). VEGF é mais conhecido como VEGFA
e possui maior potencial angiogénico. O gene esta localizado no
cromossomo 6p21.3 (VINCENTI et al., 1996) e é altamente conservado
entre as espécies (HOLMES; ZACHARY, 2005). VEGFA apresenta
como variantes VEGFlzl, VEGF145, VEGF148, VEGF165, VEGFlgs,
VEGFi1g9 e VEGFxs (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003;
WEDDELL; IMOUKHUEDE, 2018).

Figura 3 - Interagéo da familia VEGF com seus receptores
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A familia VEGF inclui VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de
crescimento placentario (PLGF). Seus receptores tirosina cinase sdo: VEGFR-
1, VEGFR-2 e VEGFR-3 tendo como co-receptores a neuropilina-1 (NRP-1)
e neuropilina-2 (NRP-2). O efeito da ligagdo ao receptor na vasculatura e no
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Sistema Nervoso Central (SNC) sdo: angiogénese, hematopoiese,
recrutamento de células inflamatérias e sobrevivéncia neuronal, para ligacdo
ao VEGFR-1; sobrevivéncia e migracdo das células endoteliais,
vasculogénese, angiogénese, funcdo de barreira hematoencefalica,
sobrevivéncia e migracdo das células neuronais e células de Schwann,
orientacdo axonal e proliferacdo de células-tronco neurais, para VEGFR-2;
vasgulogénese e linfangiogénese, para VEGFR-3. A acdo bioldgica de VEGF-
A, VEGF-B e PLGF pode ser reduzida a partir da captagdo pelo VEGRF-1
soltvel (sSVEGFR1). (Adaptado de LANGE et al., 2016).

No cancer, 0 VEGF é o principal mediador da angiogénese, sendo
regulado por multiplos fatores de crescimento, pela hipdxia e sinalizagéo
oncogénica (GABHANN; POPEL, 2008; CARMELIET, 2005). O
aumento da expressdo e a ativacdo do fator de transcricdo hipoxia-
indutivel-fator-1 (HIF-1) ou vias independentes do HIF-1 induz a
expressdo de genes que levam ao processo angiogénico (PUGH et al.,
2003). A formacéo de uma nova vasculatura dentro e ao redor do tumor é
requerida para o crescimento do cancer devido ao aporte de nutrientes e
oxigénio (FERRARA, 2009; CARMELIET, 2005). Os vasos sanguineos
que compdem o microambiente tumoral, devido a rapidez com que a
angiogénese ocorre para suprir as células, encontram-se distorcidos,
aumentados, ramificados e com vazamentos hemorragicos (NAGY et al.,
2009; BALUK; HASHIZUME; MCDONALD, 2005; HASHIZUME et
al., 2000).

Os tumores mais vascularizados estdo relacionados ao mau
prognostico e desenvolvimento de metéstases no cancer de mama
(HORAK et al., 1992). Além disso, a falta de resposta aos tratamentos
sistémicos, como quimioterapia, pode ter relagdo com o aumento na
expressao de VEGF em alguns pacientes, e assim, o conhecimento na
expressao de VEGF no tumor pode auxiliar no tratamento personalizado,
com agente antiangiogénico, combinado a terapia convencional
(FOEKENS et al., 2001). Além disso, ja foi encontrado uma maior
expressdo de VEGF em pacientes com cancer de mama triplo-negativo
(LINDERHOLM et al., 2009). Receptores de VEGF nas células tumorais
também estdo envolvidos com o desenvolvimento dos tumores, levando
a efeitos pré-tumorigénicos por sinalizacdo autocrina na proliferacéo,
sobrevivéncia, supressdo da apoptose, adesdo, migracéo celular e invasdo
(PERROT-APPLANAT; BENEDETTO, 2012).

Assim, devido ao papel essencial do VEGF na angiogénese
tumoral, o respectivo gene torna-se um bom alvo para terapia antitumoral.
Em 2004, o anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado
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Bevacizumabe foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
nos EUA como o primeiro inibidor da angiogénese para o tratamento do
cancer colorretal metastatico. A partir desse evento, muitos estudos foram
desenvolvidos e estdo em ensaios clinicos (WILLETT et al., 2004;
HURWITZ et al., 2004).

Em um estudo clinico de fase Ill, a terapia combinada de
bevacizumabe e paclitaxel melhorou a sobrevida livre de progressao, mas
ndo a sobrevida global dos pacientes. Este mesmo efeito foi observado
em outros estudos clinicos combinando bevacizumabe e quimioterapia
(MILLER et al., 2007; BRUFSKY et al., 2011; MILES et al., 2010;
ROBERT et al., 2011a. ROBERT et al., 2011b). Ja com a capecitabina,
houve uma melhora na taxa de resposta, porém ndo alterou a sobrevida
dos pacientes (MILLER et al., 2005).

Farmacos que bloqueiam a ligacdo do VEGF aos receptores (como
0 bevacizumabe); anticorpos que blogueiam a sinalizacdo através de
VEGFRs (por exemplo, ramucirumabe) e inibidores de tirosina cinase
(TKIS) que blogueiam a atividade cinase de VEGFR1, VEGFR2 e
VEGFR3 (como o sorafenibe) sdo algumas abordagens aprovadas pelo
FDA para o tratamento de diferentes tipos de cancer (ZIRLIK;
DUYSTER, 2018). Porém, como ainda ha limitacfes dos inibidores da
angiogénese na clinica, incluindo o desenvolvimento de resisténcia,
aumento da hipdxia tumoral e reducdo da entrega do quimioterapico, a
aprovacado desta estratégia para o tratamento do cancer ainda é limitada
(LIN; ZHANG; LUO, 2016).

2.3 TERAPIA POR RNA DE INTERFERENCIA

A utilizacdo da terapia por RNA de interferéncia tem se mostrado
como uma terapia alvo com grande potencial para o tratamento do cancer.
Essa terapia prevé a utilizacdo de moléculas de siRNA para a diminuicéo
da expressao de genes envolvidos com a doenca. Desde 1998, quando o
fenbmeno de RNAI foi elucidado, e em 2006, com o Prémio Nobel
concedido para Andrew Z. Fire e Craig C. Mello pela descoberta da
terapia por RNA de interferéncia (The Nobel Prize in Physiology or
Medicine, 2006), muitos estudos vém sendo realizados, com o intuito de
reduzir a producdo de proteinas de maneira especifica, uma vez que as
células de cancer apresentam genes superexpressos, incluindo oncogenes.
Além disso, apds a aprovacdo de Trastuzumab (Herceptin®) para
tratamento de cncer de mama HER?2 positivo, a aplicacdo de terapia alvo
para o cancer de mama chamou a atencdo para o desenvolvimento de
estudos nessa area. (ZHANG; LI; HUANG, 2014; SCHMIDT, 2010;
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ELBASHIR et al., 2001; DAVIDSON; MCCRAY, 2011; FIRE et al.,
1998).

O silenciamento génico por moléculas de SiRNA ocorre
fisiologicamente no citoplasma das células, onde um RNA longo de dupla
fita (dSRNA) ¢ clivado pela enzima Dicer, uma RNAse tipo Ill, em
pequenos RNAs, os siRNAs (molécula com 21-23 pares de base) (Figura
4). Essas moléculas apresentam uma fita sense e uma antisense
complementar ao RNAm alvo. Apds ligarem-se ao complexo de indugéo
de silenciamento de RNA (RISC), contendo a proteina argonauta 2, a fita
sense é clivada, e a antisense liga-se a0 RNAmM complementar. O
complexo RISC degrada o RNAm alvo, impedindo a tradugdo (PECOT
et al., 2010; HANNON; ROSSI, 2004; MEISTER; TUSCHL, 2004;
MARTINEZ et al., 2002). Moléculas de siRNA podem ser produzidas
sinteticamente por um preco relativamente baixo, que aliado a alta
especificidade, proporciona um grande potencial terapéutico.
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Figura 4 - Mecanismo de ac¢do do siRNA.
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O silenciamento génico ocorre no citoplasma das células. dsRNA: double-
stranded RNA. siRNA: short interfering RNA. RNAmM: RNA mensageiro. Fonte:
CAVALLARO et al. (2017).

Para a terapia do cancer, principalmente cancer metastatico, a
entrega sistémica de siRNA ¢ essencial para ser efetiva. No entanto, os
siRNAs sdo instaveis na circulagdo sanguinea, devido as propriedades das
moléculas, como tamanho e carga negativa, sendo degradados por
RNases séricas e eliminados rapidamente pelos rins, resultando em meia
vida curta. Desta forma, ocorre um prejuizo na chegada e na penetracéo
através das membranas celulares, além da indugdo de imunogenicidade
quando aplicados na forma livre. Assim, para enfrentar essas barreiras, o
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uso de nanocarreadores de entrega seguros e eficientes surge como uma
alternativa (ZHANG et al., 2018; WITTRUP; LIEBERMAN, 2015).

Entretanto, desenvolver nanocarreadores que funcionem tanto in
vitro quanto in vivo, também requer um design racional, devido as
diversas barreiras biolégicas, como o sistema imunoldgico, degradacéao
nos vasos sanguineos, penetracdo no tecido, entrada na célula e
endossomas/lisossomas acidos (Figura 5). (MA, 2014; PECOT et al.,
2010; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON, 2009; KIM; ROSSI,
2007).

E comumente aceito que nanoparticulas, por definicio, apresentam
pelo menos uma dimensdo entre 1 e 100 nm (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2014; MASKOS; STAUBER, 2017,
JEEVANANDAM et al., 2018). Uma vez nos vasos sanguineos, as
nanoparticulas podem ser captadas por células do sistema imune, como
mondcitos, leucdcitos, plaguetas e células dendridicas, processo que pode
ocorrer por opsoninas e precisa ser evitado. Além disso, as propriedades
fisico-quimicas das nanoparticulas sdo importantes, pois dependendo do
tamanho e carga superficial, efeitos como hemdlise, trombogenicidade e
ativagdo do sistema complemento podem ocorrer, causando toxicidade
(PECOT etal., 2010; DOBROVOLSKAIA et al., 2008). Cargas positivas
ou negativas podem induzir a fagocitose de nanoparticulas por
macréfagos e células de Kupffer no figado e células dendriticas nos
linfonodos. O tamanho também é importante para impedir o
aprisionamento do siRNA nos sistemas reticuloendoteliais (SRE) do
figado, baco, pulméo e medula éssea. Um tamanho maior que 100 nm
favorece o reconhecimento pelo SRE. Ja& dentro das células, as
nanoparticulas endocitadas podem alocar-se nos lisossomos, que
possuem pH acido e nucleases que degradam RNAs. Portanto, o escape
do endossomo é importante para garantir o efeito de RNAi (DOMINSKA,
DYKXHOORN, 2010; PECOT et al., 2010).

Como os tumores so6lidos possuem espagos na vasculatura que o0s
constitui e um sistema linfatico insuficiente quando comparado aos
tecidos saudaveis, as nanoparticulas séo capazes de acumularem-se no
tumor, fendmeno conhecido como efeito do aumento da permeabilidade
e retencdo (The Enhanced Permeability and Retention (EPR) Effect)
(MATSUMURA; MAEDA, 1986).

Essa diferenca entre a vasculatura no tecido sadio e a tumoral pode
ser explorada para alcancar a seletividade da terapia em tumores solidos.
Enquanto os vasos sanguineos normais apresentam juncdes endoteliais
extremamente justas, impedindo a penetracéo de moléculas nessa regido,
a alta permeabilidade, irregularidade, auséncia de membrana basal e a
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presenca de vasos com espacos anormais no sistema vascular no tecido
tumoral favorece o aumento da concentracdo de particulas no plasma e,
consequentemente, acumulacdo passiva no tumor (GREISH, 2010).

Diversas terapias aprovadas para o cancer empregam o efeito EPR.
Uma delas, o Onivyde® (Irinotecan), é um sal de sucrosofato irinotecano
incorporado em lipossomas, indicado para o tratamento de
adenocarcinoma metastatico do pancreas, combinado com 5-
fluorouracilo e leucovorina. Um complexo de doxorrubicina-citrato
encapsulado em lipossomas, Myocet® (cloridrato de doxorrubicina),
igualmente utiliza esse efeito, em associagdo com ciclofosfamida, para o
tratamento do cancer de mama metastatico. Genexol® PM (paclitaxel)
também é outro exemplo de agentes direcionados através do efeito EPR
o0 qual consiste em uma formulagao de paclitaxel em micelas poliméricas
que possui como composicdo 0 monometoxi-poli (etileno glicol)-bloco-
poli(D,L-lactico) (mPEG-PDLLA), com indicacdo para alguns tipos de
cancer, inclusive o de mama (KALYANE et al., 2019).
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Figura 5 - Barreiras biologicas para entrega de siRNA ou RNA..
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Caminho percorrido pela nanoparticula ap6s administracdo sistémica até
incorporacdo ao RISC (Complexo de inducdo de silenciamento de RNA).
Inicialmente, opsoninas nos vasos sao capazes de provocar o englobamento das
nanoparticulas por macréfagos e as nucleases podem degradar o RNA. Uma vez
fora dos vasos, a degradacédo pode ocorrer por células do sistema imune na matriz
extracelular (ECM). Em seguida, as nanoparticulas acumulam no tumor pelo
efeito EPR ou por endocitose mediada por receptores. As particulas precisam
evitar a depuragdo hepatica e renal. No citoplasma da célula, o escape endossomal
é essencial para que o mecanismo de a¢do por RNAI ocorra e proporcione 0
silenciamento  génico efetivo. PEG, poli(etilenoglicol). RNAm, RNA
mensageiro. Fonte: PECOT et al. (2010).

Células endoteliais

Nanoparticula ’ Tumor
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Além dos aspectos relacionados as barreiras bioldgicas, o
entendimento da biodistribuicdo do siRNA também é importante para
avaliar o potencial desta estratégia farmacoldgica. Inicialmente, o SiRNA
distribui-se pelo sistema circulatorio, nos primeiros minutos apds a
administracdo por via endovenosa. Em seguida, ocorre rapida depuracéo
do sangue por acumulacdo hepatica e filtragdo renal. A eliminacdo é
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realizada pela urina em 5 minutos. A utilizagdo de nanoparticulas com
tamanho acima de 10 nm pode evitar a rapida filtracdo glomerular pelos
rins (WANG et al., 2017; WHITEHEAD; LANGER; ANDERSON,
2009; WATER, 2006).

Apesar das inimeras barreiras existentes, a terapia por RNAI
aliada a alvos como o VEGF consiste em uma estratégia alternativa para
terapia contra o cancer. No entanto, ainda faltam evidéncias cientificas
quanto aos resultados desta tecnologia no organismo humano (LU; XIE;
WOODLE, 2005).

Em 2004, um ensaio clinico utilizando siRNA livre para o gene
VEGF (bevasiranib) em pacientes com Degeneracdo Macular
Relacionada a Idade e Edema Macular Diabético, com o objetivo de inibir
a neovascularizacdo da retina, demonstrou atividade bioldgica nas fases |
e Il, porém, foi descontinuado em 2009 na fase Ill, devido a interacéo
inespecifica com receptores TLR4, que medeiam a inflamacgdo
(BURNETT; ROSSI, 2012; ClinicalTrials.gov, 2008).

Todavia, com o auxilio da nanotecnologia, é possivel expandir os
ensaios para entrega sistémica (OZCAN et al., 2015). Outro ensaio clinico
utilizando siRNA para VEGF verificou particulas lipidicas para entrega
sistémica em tumor solido avangado com envolvimento hepatico. Neste
ensaio, dois SiRNAs distintos, um para silenciamento dos genes de
proteina do fuso de cinesina (KSP), e outro o VEGF, carreados pelas
particulas, mostrou efeito antiangiogénico e boa tolerabilidade na fase I.
No momento, um estudo de seguranca em longo prazo esta sendo
realizado (TABERNERO et al., 2013; ClinicalTrials.gov, 2011;
ClinicalTrials.gov, 2012).

Muitos estudos de fase clinica atuais utilizando nanoparticulas
estdo em fase I, para avaliacdo da seguranga e utilidade nos respectivos
tratamentos. E importante que estudos futuros envolvam a anélise do
perfil de seguranca de sistemas para entrega in vivo de SiRNA, que
promovam seguranga e biocompatibilidade (JAIN; PATHAK; VAIDYA,
2018).

Em agosto de 2018, a Alnylam Pharmaceuticals, Inc. anunciou que
0 FDA aprovou a injecdo do complexo lipidico ONPATTRO™
(patisiran), o primeiro produto baseado em RNA de interferéncia (RNAI),
para o tratamento da polineuropatia da amiloidose hereditaria mediada
por transtirretina em adultos. E uma doenca rara, com rapida progressao
e fatal que tem como causa a mutacdo no gene TTR (transtirretina). O
medicamento utiliza um siRNA contra TTR no figado, diminuindo a
producdo da proteina em 84%. E administrado por infusio endovenosa
uma vez a cada 3 semanas, na dosagem de 0.3 mg/kg. (ADAMS et al.,
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2018; PHARMACEUTICALS, 2018). A aprovacdo desse medicamento
demostra que a utilizacdo de RNAI para tratamento de outras doengas
cronicas e ainda sem perspectiva de cura, como varios tipos de cancer,
tem um futuro préximo e promissor, e que estudos nesta area consolidam
a comprovacao dos beneficios da terapia.

2.4 ENTREGA IN VIVO DE siRNA UTILIZANDO
NANOCARREADORES

Como ja& mencionado em sessfes anteriores, um dos maiores
desafios para aplicacdo do siRNA na clinica é a instabilidade da molécula
de siRNA, além das barreiras a transpor in vivo. Neste sentido, a
nanotecnologia torna-se opgdo expressiva para uma terapia efetiva, para
a qual deve-se considerar a biocompatibilidade e seguranca, a entrega no
alvo especifico, além da viabilidade econémica, fatores primordiais no
desenho e planejamento de nanocarreadores (ACHARYA et al., 2017
CHOUNG et al., 2006). A nanotecnologia aliada ao tratamento do cancer
é uma area de desenvolvimento em constante crescimento nos Ultimos
anos. O uso de nanoparticulas tem como vantagem possibilidades de
alteracdo e manipulacdo de propriedades de materiais para o desempenho
de determinadas funcdes. Apesar das indmeras vantagens no uso de
nanocarreadores, estudos nessa area sdo importantes para um maior
entendimento do uso racional da nanotecnologia, com seletividade,
eficacia e seguranca (MISRA; ACHARYA; SAHOO, 2010). A
complexidade dos nanomateriais, toxicidade em pacientes e no meio-
ambiente, alto custo de producédo e liberacdo precoce do farmaco sédo
alguns dos problemas atuais relacionados a utilizacdo de sistemas
nanoestruturados na clinica e que precisam ser contornados para
assegurar a confianca nos produtos a base de nanotecnologia (PILLAI,
2019).

Vetores virais, como retrovirus e adenovirus, podem ser utilizados
com eficiéncia para entrega de siRNA, porém problemas com seguranca,
como patogenicidade do material viral utilizado e reconhecimento pelo
sistema imune limitam a aplicacdo. Nesse contexto, os vetores ndo virais
adquirem importancia como alternativas de sistemas de entrega. Diversos
materiais vém sendo utilizados para constru¢do de nanocarreadores,
incluindo inorgénicos e organicos. Estes materiais interagem com o
SiRNA, formando uma estrutura de prote¢do para impedir a degradacgéo e
aumentar o tempo do acido nucleico na circulagdo sanguinea (ZHANG;
LI; HUANG, 2014).
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Entre os materiais utilizados para a producdo de nanoparticulas,
destaca-se o fosfato de calcio (CaP). Como é um mineral encontrado em
dentes e o0ssos, pode ser definido como um material inorgénico
biocompativel. Além disso, precipitados de CaP sdo potenciais para
encapsulamento de SiRNA, pois podem ligar-se por interacfes
eletrostaticas aos acidos nucleicos e polianions. Porém, um dos problemas
esta na formac&o de aglomerados, uma vez que, ap6s a preparacdo, podem
formar cristais que crescem de forma rapida e descontrolada. Este
problema pode ser contornado com a utilizacdo de polimeros como o
PEG, o qual proporciona a formacgao de nanoparticulas com tamanho
controlado e estaveis (KIM et al., 2016; PITTELLA et al., 2011;
PITTELLA etal., 2012).

Os polimeros sdo versateis e possuem a capacidade de melhorar a
farmacocinética e a biodistribuicdo do siRNA. A pegilacdo é uma
estratégia importante para evitar efeitos tdxicos sistémicos. A carga
neutra do polietilenoglicol, bem como a hidratacdo, proporcionam a
formacdo de uma camada hidratada de cadeias longas e flexiveis, tendo
como consequéncia a estabilizacdo estérica. Polimeros sintéticos, como
PEG, bem como blocos de copolimeros, tém sido utilizados com sucesso
para producdo de nanoparticulas poliméricas eficientes na entrega, com
liberacdo controlada e estaveis na circulacdo sanguinea (LEE et al., 2016;
CAVALLARO et al., 2017; LEE; LEE; ANDRADE, 1995).

De acordo com nossos trabalhos anteriores prévios, as
nanoparticulas carreadoras de siRNA constituidas de CaP e blocos de
copolimeros PEG-P-4cido glutamico foram desenvolvidas com sucesso e
testes demonstraram que o sistema € eficiente para realizar a transfeccédo
de siRNA em células de cancer de mama in vitro (SOUZA, 2016). Além
disso, nosso grupo utilizou nanoparticulas similares, também contendo
CaP, para entrega de siRNA para os genes BCL-2 e BCL-XI no cancer de
mama, as quais demonstraram eficiéncia in vitro e in vivo (MELLO et al.,
2017; MELLO etal., 2018).

Neste trabalho, daremos continuidade aos testes in vitro,
verificando a eficiéncia do nanocarreador em entregar o SiRNA in vivo e
promover o silenciamento génico para Vegf em tumor de mama murino.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Primers e siRNA foram adquiridos da Sigma-Aldrich® Brasil.
Alcool etilico foi adquirido da Lafan Quimica Fina (Varzea, SP, Brasil).
Fosfato de sodio tribasico (NasPOs) e cloreto de célcio (CaCl,) foram
adquiridos da Nuclear. Cloreto de Sodio (NaCl) e os tampdes TRIS (2-
Amino-2-hydroximethil-propano-1,3-diol) e HEPES [acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazin etanol sulfénico] foram adquiridos da Synth
(Diadema, SP, Brasil). Os ultrafiltros Amicon® foram adquiridos da
Millipore (Massachusetts, EUA). Rneasy mini kit foi adquirido da Qiagen
(Valencia, CA). O kit high capacity-cDNA Reverse Transcription foi
adquirido da Applyed Biosystems (Califérnia, EUA). O kit Power SYBR-
Green PCR Master Mix foi adquirido da Thermo Scientific (CA, EUA).
O polimero PEG-Polianion metoxi-poli (etileno glicol) - (L-acido
glutdmico) [PEG-b-poli(GLU)] (Figura 6) foi adquirido da Alamanda
Polymers (Huntsville, AL, EUA).

Figura 6 - Estrutura do bloco de copolimero PEG-P-4cido glutdmico (PEG-
PGLU).
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O copolimero PEG-PGLU foi utilizado para a preparacdo das nanoparticulas
hibridas. n=113. x=50.



46

3.2 DESENHO DA SEQUENCIA DE siRNA

A ferramenta Whitehead siRNA Selection Server, seguida de
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), foi utilizada para desenhar
a molécula de siRNA complementar ao gene Vegf, observando critérios
para obter-se uma sequéncia efetiva. Os critérios para selecdo da
sequéncia foram: localizagdo em 50 a 100 nucleotideos do cédon inicial
(ATG); sequéncia padrdo AA (N19) TT ou NA (N21), ou NAR
(N17)YNN, (em que N é qualquer nucleotideo, R representa purina (A,
G) e Y é pirimidina (C, U)); teor de guanina e citosina entre 30-52%;
trechos de quatro ou mais repeticBes de nucleotideos, sequéncias que
partilham certo grau de homologia com outros genes e diferenca de
energia de ligacdo (fita sense e antisense) positiva foram evitados
(REYNOLDS et al, 2004; YUAN et al., 2004; KHVOROVA,
REYNOLDS; JAYASENA, 2003; SCHWARZ et al, 2003). A sequéncia
de siRNA para o gene Vegf (Vegfa) escolhida foi 5
GAUAUUCCGUAGUACAUAU  dTdT- 3" sense e 5
AUAUGUACUACGGAAUAUC dTdT - 3' antisense.

3.3 PREPARACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP

Para a preparacdo das nanoparticulas, um método simples,
envolvendo apenas mistura de componentes, foi utilizado, para que os
ions presentes em solucdo se auto-associem (self-assembly) por
interacdes eletrostaticas, e assim ocorra a complexacdo do siRNA.

Portanto, as seguintes solucGes foram preparadas: 2,5M de CaCly,
10mM de TRISpH 10 e TRIS pH 7,4, 10mM de HEPES, pH 7,4 e 50mM
de HEPES-fosfato pH 7,4, contendo 1,5mM de NasPOs e 140mM de
NaCl. Inicialmente, diluiu-se o polimero PEG-Polidnion metoxi-poli
(etileno glicol) — bloco-poli (L- sal de sédio de &cido glutamico) [PEG-b-
poli(GLU)] (5K-50DP) (PEG-PGLU) em TRIS pH 7,4 em uma
concentracdo de 1000 pg/mL e o siRNA em HEPES pH 7,4, em uma
concentracdo de 15 uM. Entdo, misturou-se as solucdes de CaCly,, TRIS
pH 10 e siRNA com outra de HEPES-fosfato e PEG-PGLU, em uma
concentracao final de siRNA de 2,25 uM, de acordo com SOUZA, 2016
(Figura 7). Apo6s 20 segundos, as nanoparticulas preparadas foram
imediatamente submetidas ao processo de purificacdo, caracterizadas e
utilizadas para os experimentos.
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Figura 7 - Esquema da estrutura das nanoparticulas hibridas contendo CaP e
bloco de copolimero PEG-P-acido glutamico.
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As nanoparticulas se formam por auto-associagéo devido as cargas dos
componentes calcio, siRNA, PEG-P-acido glutdmico e fosfato. Fonte: (SOUZA,
2016).

3.4 PURIFICACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP

Foi utilizado um sistema de ultrafiltracio com um dispositivo
Amicon (peso molecular de cut-off (MWCO): 10 kDa) para purificar as
nanoparticulas contendo siRNA e PEG-PGLU, imediatamente ap0s a
preparacdo, removendo 0 excesso de ions calcio livre. O filtro foi
previamente lavado 1 x com 4gua deionizada para reduzir as interagdes
ndo especificas com a membrana. A centrifugacéo foi realizada a 3,000 x
g, 4° C durante 30 min. Com esta operac¢do de purificacdo, a remocao do
excesso de ions ocorre pela passagem através do filtro e as nanoparticulas
acima do cut-off sdo coletadas e utilizadas para os experimentos futuros.

3.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS NP
PEG-PGLU/siRNA/CaP PURIFICADAS

Apb6s a purificacdo das nanoparticulas, foi realizada a
determinacéo do diametro hidrodinamico e indice de polidisperséo (Pdl),
a partir de medidas de DLS no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, UK), a 25°C, angulo de deteccdo de 173° com um laser He-
Ne (633 nm). Os resultados foram analisados a partir da velocidade de
decaimento da func¢8o de correlacdo de fotons. J4 a carga superficial foi
verificada por medidas de potencial zeta das nanoparticulas purificadas,
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posteriormente restituidas ao volume inicial em agua, na qual a migracdo
¢ analisada devido a um campo elétrico presente que as orienta ao
moverem-se em direcdo a um eletrodo de carga oposta. Também foi
utilizado o equipamento Zetasizer Nano ZS. Para analise dos resultados,
foi utilizado o software Zetasizer 7.12.

3.6 AVALIAGAO MORFOLOGICA DAS NANOPARTiQULAS NP
PEG-PGLU/siRNA/CaP PURIFICADAS POR MICROSCOPIO
ELETRONICO DE TRANSMISSAO

O Microscépio Eletrénico de Transmissdo (MET) foi utilizado
para avaliar a morfologia das nanoparticulas ap6s o processo de
purificacdo. Para isso, foi utilizado o equipamento JEM-1011 TEM (Jeol
Ltd., Tokyo, Japan) no Laboratério Central de Microscopia Eletrénica da
UFSC. As amostras foram aplicadas em grids de niquel de malha 200
revestidos com Parlodion® e carbono amorfo e deixadas por 24h a
temperatura ambiente para posterior analise.

3.7 ESTABILIDADE DO SISTEMA

A estabilidade coloidal das  nanoparticulas  PEG-
PGLU/siRNA/CaP purificadas (puras e diluidas em salina) foi verificada
por meio do aspecto macroscopico e da medida de tamanho por DLS,
depois de armazenadas a 4°C, conforme descrito no item 3.5, em
diferentes tempos.

3.8 QUANTIFICAGCAO DE CALCIO E FOSFORO NA
FORMULAGAO DAS NANOPARTICULAS HIBRIDAS

Como as nanoparticulas foram purificadas para remocéo de ions
célcio livre, a quantidade de célcio foi determinada na solucdo de
nanoparticulas purificadas e ndo purificadas pelo laboratério CITOVET,
utilizando kit comercial (Biotécnica, Minas Gerais), pelo método de
Arsenazo. Os valores obtidos foram utilizados para calcular a eficiéncia
de remogdo dos ions célcio em solugéo.

A quantificacdo de fésforo, que € um componente na estrutura de
CaP, antes e depois da purificacdo também foi realizada, pelo laboratdrio
CITOVET, pelo método de fosfomolibdato.
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3.9 ESTUDOS IN VIVO

Para os estudos in vivo, foram utilizados camundongos Balb/c
fémeas com aproximadamente 4-8 semanas de idade. Os animais foram
mantidos em gaiolas préprias, de plastico, cobertas com serragem, que
foram substituidas a cada trés dias, em ambiente interno adequado com
livre acesso a 4gua e comida e temperatura controlada de 23+1°C e ciclo
claro/escuro de 12h. Durante todo o periodo experimental, foram
realizadas observacGes para avaliar dor, estresse e desconforto que
pudessem aparecer nos animais, para determinar o ponto final
humanitario. Os seguintes aspectos foram verificados: alteragdes de
massa corporal, mudangas no consumo de agua e comida, aparéncia
fisica, sinais clinicos (como defecacdo e mudangas no batimento cardiaco
e no ritmo respiratério), mudangcas comportamentais ndo induzidas e
respostas a estimulos externos relacionadas ao comportamento. Os
experimentos seguiram de acordo com o0s preceitos éticos para
experimentagdo animal e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Santa Catarina, sob parecer
nimero PP00892 (anexo A) e da Universidade Federal de Juiz de Fora,
(protocolo 013/2017), anexo B.

Os animais foram anestesiados com solucdo de quetamina e
xilazina antes da eutanasia (ponto final experimental), para posterior
retirada dos 6rgaos.

3.9.1 Aplicacédo do modelo de cancer de mama murino

Neste modelo de cancer de mama murino, 5x10* células de
adenocarcinoma de mama murino (4T1) foram inoculadas no tecido
subcutaneo da mama inferior abdominal direita dos camundongos
BALB/c fémeas, de acordo com Pulaski e Ostrand-Rosenberg (2001),
com modificagBes. Os tumores foram monitorados durante 20 dias, até
crescimento, quando os animais foram separados randomicamente em
grupos com tamanho similar de tumor.

3.9.2 Avaliacéo da atividade antitumoral

Apobs o crescimento dos tumores, os animais receberam injecéo
intravenosa, por veia lateral da cauda, com NP PEG-PGLU/siRNA/CaP
(25ug de siRNA para Vegfem 200 L de inje¢do, n=4). No grupo controle
foi injetado solucdo de salina estéril (200 pL por injecdo). As injecdes
foram realizadas de maneira lenta e cuidadosa, nos dias 1, 4, 7 e 12. Os
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pardmetros avaliados foram o tamanho do tumor e a massa de cada
animal, verificados a cada dois dias, até o 14° dia, quando os animais
foram eutanasiados. Um paquimetro foi empregado para dimensionar os
tumores e a sequinte fdrmula adaptada (EUHUS et al., 1986) foi utilizada
para calcular o volume do tumor:

1
volume = > (comprimento x largura?®)

3.9.3 Avaliacéo do silenciamento do gene Vegf in vivo, por meio da
técnica de RT-gPCR, apds tratamento com as nanoparticulas
hibridas

A avaliacdo do silenciamento do gene Vegf in vivo foi realizada a
partir do processamento de uma amostra do tecido tumoral, apés 24 h da
administracdo de NP PEG-PGLU/siIRNA/CaP (25ug de siRNA para Vegf
em 200 pL de injecdo), utilizando o kit RNeasy® Mini kit (Qiagen,
Valencia, CA), de acordo com as instru¢fes do fabricante. O RNA
extraido foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop light
spectophotometer (Thermo Scientific Inc., CA, USA) e o cDNA foi
sintetizado, utilizando o kit high capacity-cDNA Reverse Transcription
(Applyed Biosystems, Califérnia, EUA). A avaliacdo foi realizada por
RT-gPCR no equipamento StepOne Plus Real-time PCR (Applied
Biosystems) (Quadro 1). Para a reagdo, utilizou-se SYBR Green. A
expressao génica foi normalizada pela beta-actina murina (gene
constitutivo). As sequéncias murinas (5°-3) dos primers usados foram:
GCACTGGACCCTGGCTTTAC (Veof forward) e
GGACTTCTGCTCTCCTTCTGTC (Vedf reverse) e
TCAGCAAGCAGGAGTACGATG (B-actina forward) e
AACGCAGCTCAGTAACAGTCC (B-actina reverse). A eficiéncia dos
primers também foi verificada utilizando o StepOne software 2.3.
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Quadro 1 - Método utilizado para a gPCR.

. Cycling Stage
Holding Stage (40 ciclos) Melt Curve Stage
Temperatura (°C) 50 95 95 60 72 95 60 95
Tempo 2min | 2min | 155 | 30s | 38s | 15s | 1min | 15s

3.9.4 Western blotting

Para verificar a quantidade de proteina VEGF no tumor, ap6s 24 h
da aplicagdo das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP (25ug de siRNA para
VEGF em 200 pL de injecdo), analise por Western blotting do tumor
processado foi realizada. Para isso, 100 mg do tumor foi homogeneizado
com 500 pL de tampéo RIPA contendo inibidores de protease (pepstatina
1 pL/mL, leupeptina 1 uL/mL, aprotinina 2.5 pL/mL e PMSF 5 pL/mL),
usando o equipamento 10 Basic Ultra Turrax (IKA®). As amostras foram
colocadas em gelo e homogeneizadas em vortex 4 vezes por 30 min.
Entdo, foram centrifugadas a 3000 x g, 10 min, 4 °C. A concentracao de
proteinas no sobrenadante foi determinada pelo método de Lowry
(LOWRY etal., 1951).

Para a eletroforese, 35 g de proteinas totais foram utilizadas e um
gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de s6dio a 15% foi preparado. Apds
a separacdo das proteinas, foi realizada a eletrotransferéncia em
membranas de nitrocelulose. O bloqueio das membranas foi realizado
com BSA (5% em TBS- solugdo salina Tris-tamponada) por 1lh sob
agitacdo e posteriormente realizou-se 3 lavagens com TBS-T (TBS com
Tween 20). A incubacdo das membranas com os anticorpos primarios
especificos para VEGF (1:100 in TBS-T e 2% de BSA) e B-actina (1:2000
em TBS-T e 2% de BSA) (Santa Cruz Biotechnology Inc, CA, USA) foi
realizada overnight a 4 °C sob agitacdo suave. As membranas foram
lavadas 4 vezes com TBS-T e incubadas por 2 horas com o anticorpo
secundario (1:10.000 em TBS-T e 1% de BSA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO). A deteccdo das bandas foi realizada por
guimioluminescéncia, utilizando Amersham ECL™ e visualizadas no
equipamento ChemiDoc MP (Bio-Rad). A quantificacdo das proteinas foi
normalizada com a B-actina, através do software da Bio-Rad (Image Lab).
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3.9.5 Avaliacdo Histopatol6gica apds administracdo das
nanoparticulas hibridas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP contendo
siVEGF

Os 6rgdos (figado, baco, pulméo, coracdo, rins) e o tumor foram
fixados em paraformaldeido 4% por 24 h e desidratados em alcool para
analise histopatoldgica. As amostras foram embebidas em blocos de
parafina, seccionadas com didmetro de 5 pm e coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas histolégicas foram analisadas e as
imagens foram obtidas em Digitalizador de Laminas AXIO SCAN (Zeiss,
Alemanha) e software ZEN versdo 8.1.

3.9.6 Avaliacéo da biodistribuicao e acumulagdo no tumor das
nanoparticulas hibridas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP in vivo

Nanoparticulas encapsulando siRNA com marcador Cianina 5
ligado na fita sense 5” (25ug em 200 L de injecdo, n=4) foram injetadas
na veia caudal. Transcorrido o periodo de trés horas apo6s a aplicacdo
sistémica das nanoparticulas, 0s animais anestesiados foram eutanasiados
e 0s orgaos (figado, baco, pulmao, coracdo, rins) e 0s tumores, extraidos.
A verificacdo da biodistribuicdo do siRNA marcado com cianina 5
ocorreu através da analise da fluorescéncia por contagem de fétons, no
equipamento In-Vivo Xtreme®. Os resultados foram expressos como
contagem total da fluorescéncia normalizado pela massa de cada 6rgdo e
tumor.

3.9.7 Avaliacéo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos apos
administracéo das nanoparticulas hibridas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP contendo siVEGF

Apbs 24 horas da administracdo das nanoparticulas NP PEG-
PGLU/SIRNA/CaP (25ug de siRNA para Vegf em 200 pL de injecéo,
n=10) e de salina, foi realizada a coleta por puncéo cardiaca, nos animais
previamente anestesiados pela via intraperitoneal, com quetamina e
xilazina, em tubos BD Vacutainer® blood collection tubes (Becton
Dickenson,UK) contendo EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético). O
perfil hematoldgico dos animais foi determinado a partir de amostras de
sangue total, processadas em equipamento SDH-3 (Labtest, Lagoa Santa,
Minas Gerais). Foram realizadas as contagens de leucécitos totais e
diferencial, plaquetas, hemécias, além da determinacdo da concentragdo
de hemoglobina e da porcentagem de hematécrito dos animais, VCM
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(Volume Corpuscular Médio) e CHCM (Concentracdo da Hemoglobina
Corpuscular Média).

Para avaliacdo do perfil bioquimico dos animais, foram utilizados
Kits comerciais veterinarios (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais) e
equipamento automatizado Labmax Plenno (Labtest, Lagoa Santa, Minas
Gerais) para determinacdo de AST (Aspartato Aminotransferase), ALT
(Alanina Aminotransferase), ureia e creatinina e proteina plasmatica.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

A menos que indicado, os resultados foram expressos como média
+ erro padrdo da média (EPM) e analisados utilizando o software
GraphPad Prism®. Primeiramente, para definir se a amostra possui
distribuicdo normal (Gaussiana), foi realizado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Assim, teste t de student e Mann-Whitney t test foram
utilizados. Um valor de p<0,05 foi considerado -estatisticamente
significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS
NANOPARTICULAS HIBRIDAS

As nanoparticulas hibridas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP foram
preparadas por simples mistura dos componentes incluindo célcio,
fosfato, SiVEGF e PEG-PGLU, que se autoassociam por interacfes
eletrostaticas. O processo de purificacdo utilizando o dispositivo filtrante
Amicon® foi realizado a fim de remover fons calcio livres em excesso das
solucdes.

As NP PEG-PGLU/siRNA/CaP apresentaram um tamanho médio
de 53 =4 nm em didmetro e Pdl de 0,09 + 0,02 (média + desvio padrdo)
antes da purificacdo (SOUZA, 2016) e de 48 + 9,6 nm em didmetro e Pdl
de 0,13 £ 0,02 ap6s o processo de purificacdo. Com o0s histogramas
apresentados na figura 8 € possivel observar que a purificacdo néo alterou
as propriedades de tamanho e indice de polidisperséo das particulas. Esses
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Pittella et al. 2012, que,
a partir do processo de purificagdo, obtiveram nanoparticulas com
distribuicdo de tamanho estreita, comparavel aquelas ndo purificadas.
Este dispositivo de ultrafiltragdo ja foi utilizado também em outros
trabalhos envolvendo nanoparticulas contendo calcio, para purificacio e
aplicacdo in vivo (LOC et al., 2017; TOBIN et al., 2013). Além disso, o
tamanho obtido das estruturas parece adequado para aplicacdo in vivo,
uma vez que foi possivel controlar o crescimento dos cristais de CaP. O
controle do tamanho é importante ja que quanto maior o tamanho das
particulas, maior a probabilidade de reconhecimento e eliminacdo pelas
células hepaticas e fagociticas do RES, reduzindo a eficacia de um
tratamento. Além disso, a rapida depuracdo pode ser evitada pela
estratégia de revestimento das particulas com polimeros como o
polietileno glicol (PEG). Ainda, nanoparticulas com tamanho menor que
10 nm podem ser eliminadas de maneira rapida pelos rins, enquanto as
maiores de 200 nm podem ser removidas pela ativacdo do sistema
complemento (HOSHYAR et al., 2016; PILLAI, 2019; KULKARNI;
FENG, 2013; ZUCKERMAN et al., 2012).

O potencial zeta das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP permaneceu
proximo da neutralidade (-1,6 mV) devido a presenca de PEG na
superficie. Particulas que apresentam carga neutra possuem uma menor
taxa de opsonizacdo quando comparadas as particulas carregadas e
aumento no tempo de circulacdo, devido ao revestimento hidrofilico e ao
impedimento estérico proporcionado pelo PEG (AGGARWAL et al.,
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2009; OWENSIII; PEPPAS, 2006; ROSER; FISCHER; KISSEL, 1998).
Sabe-se que a fagocitose das nanoparticulas pode ocorrer pela adsorcéo
de certos componentes do sangue na superficie das particulas, como as
opsoninas. Outro obstaculo que pode ser evitado quando da administracéo
de nanoparticulas revestidas com PEG é a interagdo com o0 RES. Assim,
o farmaco pode atingir o local desejado e ser liberado, uma vez que o

aumento no tempo de circulagdo sanguinea pode ser alcangado (GREF et
al., 2012).

Figura 8 - Caracteriza¢do das nanoparticulas hibridas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP por DLS.
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Histograma de distribuicdo de tamanho por intensidade em (A) antes da
purificacdo e (B) ap6s a purificagdo, e por nimero em (C) antes da purificacdo e
(D) apds a purificagdo.

Uma vez que as nanoparticulas foram administradas com salina,
também foram observados o tamanho e Pdl ap6s exposicdo a esta
condicdo. Como verificado na figura 9, ndo houve mudanca significativa
guanto a estes parametros imediatamente ap6s adicdo de salina, o0 que é
desejavel para assegurar a eficacia da administracao sistémica.
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Figura 9 - Caracterizagdo das nanoparticulas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP
imediatamente apds adicdo de salina.
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Curva de frequéncia de tamanho por intensidade (%) em cinza (antes da adicao
de salina) e em verde (ap6s adigdo de salina), medida por DLS.

A microscopia eletronica de transmissdo das nanoparticulas
purificadas revelou uma forma relativamente esférica (Figura 10),
também muito semelhante as ndo purificadas (SOUZA, 2016).
Nanoparticulas esféricas apresentam facilidade de internalizacéo, devido
a simetria, e ainda, sdo capazes de deslocarem-se em diregdo as paredes
dos vasos e extravasar a partir do vaso para o tumor, pelos espacos
presentes entre as células endoteliais, visto que a neovascularizagdo nos
tumores apresenta espacos intercelulares maiores do que em vasos de
tecidos sadios (TOY et al., 2014; GREISH, 2010).

Figura 10 - Determinagdo da morfologia das nanoparticulas hibridas purificadas
NP PEG-PGLU/siRNA/CaP por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)
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A: escala em 100nm. B: escala em 200nm.
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4.2 ESTABILIDADE DAS NANOPARTICULAS

As NP PEG-PGLU/siRNA/CaP purificadas foram armazenadas a
4°C para a verificacdo da estabilidade do sistema em relagdo a estocagem.
Como observado na figura 11, tanto as nanoparticulas ndo purificadas,
guanto as purificadas ap6s adicdo de salina, permaneceram estaveis apés
4 horas de armazenamento.

Figura 11 - Estabilidade das nanoparticulas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP
purificadas e em salina
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Ap6s uma semana de armazenamento (figura 12), houve um
aumento no tamanho e indice de polidispersdo, com as nanoparticulas
apresentando 72 + 4 nm e Pdl 0,29 + 0,07 (média + desvio padrdo). O
processo de purificacdo pode alterar a estabilidade do sistema, uma vez
que as nanoparticulas ndo purificadas apresentaram uma estabilidade de
até 28 dias em geladeira (SOUZA, 2016). Pittella et al (2012) verificou
que, apos 96h, nanoparticulas hibridas purificadas utilizando PEG-CCP
(charge-conversional polymer) apresentaram aumento de tamanho
devido a formagdo de agregados e comprometimento da estabilidade
coloidal por dissolucéo do polimero. Neste caso, a técnica de liofilizacéo
pode ser uma ferramenta para aumentar a estabilidade dessa formulacéo
apos purificacdo, processo no qual a 4gua é removida apés ser congelada
e colocada sob véacuo, condi¢do em que o gelo muda do estado sdlido para
vapor de maneira direta (ABDELWAHED et al., 2006).



59

Figura 12 - Avaliacdo da estabilidade das nanoparticulas hibridas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP purificadas por ultrafiltracdo, ap6s 1 semana.
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Mudanca na distribuicdo de tamanho por intensidade apds uma semana de
armazenamento a 4°C. Analise por DLS. Em preto, histograma da nanoparticula
purificada. Em cinza, histograma da nanoparticula purificada apds
armazenamento. Eixo Y: Intensidade (%). Eixo X tamanho em d.nm em escala
logaritmica.

4.3 QUANTIFICACAO DE CALCIO E FOSFORO NAS
NANOPARTICULAS HIBRIDAS NP PEG-PGLU/siRNA/CaP
PURIFICADAS

O processo de purificacdo realizado permite o processamento
rapido da formulacdo das nanoparticulas, com recuperacdo da amostra,
através de filtros de ultrafiltracdo. O método colorimétrico arsenazo foi
utilizado para quantificacdo de calcio antes e apds a purificacdo. O
método de purificacdo demonstrou-se eficiente, com remocéo de 88% da
quantidade de calcio original, sendo que, o restante estd contido na
estrutura das nanoparticulas hibridas. Resultado similar foi encontrado
por Pittella et al. (2012), com uma eficiéncia de 84%. A purificacdo
também foi capaz de remover 56% do fosforo presente na formulacéo de
nanoparticulas. Na tabela 1, é possivel verificar a quantidade de calcio em
mmol antes e apds o processo de purificacéo.
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Tabela 1 - Quantidade de calcio e fosforo antes e apds processo de purificagao.

Antes da purificagdo  Apds a purificagao Eficiéncia de remogao
Calcio 77 mmol 9,5 mmol 88%
Fésforo 0,48 mmol 0,21 mmol 56%

4.4 RESULTADOS IN VIVO

4.4.1 Atividade antitumoral das nanoparticulas hibridas contendo
SIVEGF

Foi identificado inibicdo no crescimento do tumor nos animais
tratados com as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, em relacdo aqueles tratados
apenas com salina, verificado pela reducdo na variagdo do volume do
tumor a partir da primeira injecdo da formulacéo (figura 13). Destacam-
se os dias 4, 6, 8, 10, 12 e 14, em que foram encontradas diferencas
significativas. Esse resultado sugere que as nanoparticulas foram
eficientes em entregar o siRNA ao tumor. Vale destacar que o modelo de
cancer de mama 4T1 utilizado é altamente tumorigénico e invasivo e
mimetiza as condigdes desenvolvidas em humanos (PULASKI,
OSTRAND-ROSENBERG, 2001).

Ainda, como observado na figura 14, ndo foi observada perda de
massa durante os 14 dias de tratamento, quando comparados 0s animais
dos grupos controle e tratado. Durante o estudo, os animais alimentaram-
se normalmente e ndo apresentaram mudangas comportamentais
relacionadas ao estresse, indicando auséncia de toxicidade aguda ou grave
resultante do tratamento. Esses resultados sugerem que as NP PEG-
PGLU/sIRNA/CaP purificadas ndo apresentaram toxicidade sistémica
guando administradas endovenosamente. Vale mencionar que o fosfato
de calcio é um componente que pode fazer parte da constituicdo de
organismos eucariotos. Além disso, esta presente em diversas formas
como hidroxiapatita, fosfato tricalcico, fosfato octacélcico, fosfato
dicélcico e fosfato de calcio amorfo, os quais tém sido utilizados na
clinica para diferentes aplicacdes terapéuticas (EPPLE, 2018; LU; YU;
CHEN, 2018; HABRAKEN et al., 2016). A utilizacdo do PEG na
composicdo das nanoparticulas para controlar os cristais de fosfato de
calcio é essencial, uma vez que este polimero é o mais encontrado em
sistemas para liberacdo de farmacos utilizados na clinica, por ser um
componente hidrofilico, ndo interagir ou interagir fracamente com os
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elementos do sangue e apresentar biocompatibilidade (KNOP et al.,
2010).

Figura 13 - Atividade antitumoral in vivo.
-8~ Confrole
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Volume relativo do tumor
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Administracdo intravenosa de NP PEG-PGLU/siRNA/CaP em camundongos

Balb/c. Tempo de monitoramento de 14 dias. Circulo fechado e aberto indicam

grupos tratados com salina e NP PEG-PGLU/sIRNA/CaP para Vedf,

respectivamente. As setas no eixo x indicam os dias de injecdo. O volume do

tumor de cada animal foi normalizado pelo volume do primeiro dia. Os resultados

s8o expressos como média e erro padrdo da média (EPM), n=4. Teste t de Student
por dia de tratamento. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Figura 14 - Monitoramento temporal da massa corporal dos animais em
tratamento.
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Tempo de monitoramento de 14 dias. Circulo fechado e aberto indicam grupos
tratados com salina e NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, respectivamente. NP PEG-
PGLU/SIRNA/CaP: animais tratados com nanoparticula hibrida carreando
siVEGF; Controle: animais tratados com salina. A massa de cada animal foi
normalizada pela massa do primeiro dia. Os resultados sdo expressos como
média e erro padrdo da média (EPM), n=4. Teste t de Student por dia de
tratamento; *p < 0,05.

4.4.2 Expressdo do gene Vegf in vivo

Para verificar se a reducdo do volume do tumor estava relacionada
a um possivel efeito de RNAI, a avaliacdo da expressdo do gene Vegf foi
realizada 24 horas apés tratamento de um grupo de animais com as NP
PEG-PGLU/siIRNA/CaP. Foi possivel observar reducdo em ~38%, na
expressdo do gene Vegf in vivo nos animais tratados quando comparado
ao grupo controle (Figura 15). Na figura 16, estdo demonstradas as curvas
de eficiéncia dos primers utilizados.
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Figura 15 - Expressdo do gene Vegf em tumor de mama ap6s administracdo de
NP PEG-PGLU/siRNA/CaP.
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Controle NP PEG-PGLU/siRNA/CaP

Medidas nos tumores removidos dos animais. A analise quantitativa do
silenciamento génico foi realizada por qPCR ¢ a B-actina foi usada como o gene
house-keeper. NP PEG-PGLU/SIRNA/CaP: animais tratados com nanoparticula
hibrida carreando siVEGF; Controle: animais tratados com salina. Os resultados
s80 expressos como média e erro padrdo da média (EPM); Teste t de Student,
(n=6), **p <0,01.

Este resultado de silenciamento génico confirma o efeito
antitumoral obtido in vivo com a inje¢cdo das nanoparticulas carreando
siRNA para o gene Vegf e demonstra a capacidade do carreador em
entregar o SiRNA e alterar o crescimento de novos vasos para nutrir o
tumor a partir do efeito de RNA de interferéncia. Os resultados obtidos
nos testes in vivo vdo ao encontro dos testes in vitro que mostraram a
habilidade deste sistema em entregar SiRNA para as células tumorais e
promover o silenciamento génico (SOUZA, 2016). O silenciamento esta
atrelado a diversos fatores que influenciam na efetividade do processo,
como barreiras bioldgicas, tempo de meia vida da proteina e o efeito
transitorio que é exercido por RNAI. O efeito biologico (antitumoral) tem
sido observado inclusive em casos em que ndo ocorre o silenciamento
total dos genes. Pittella et al. (2012), em um estudo in vivo com modelo
de tumor de péancreas em camundongos imunodeprimidos, verificou
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silenciamento cumulativo do gene VEGF em aproximadamente 68%,
apos 24 h da dltima injecdo, bem como atividade antitumoral. Kanazawa
et al. (2012) observaram reducdo de aproximadamente 40% na secre¢do
de VEGF no tumor ap6s 24 horas da Ultima injecdo de 25 ug de siRNA
para VEGF em nanomicelas. Este efeito parcial de silenciamento é
explicado pela natureza do efeito de RNA de interferéncia, uma vez que
a sintese do RNAm no é afetada.

Figura 16 - Curva de eficiéncia dos primers.
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Curvas de eficiéncia dos iniciadores em A para o primer p-actina e B para o
primer Vegf. Eixo X: Quantidade de cDNA. Eixo Y: Cts (cycles threshold). Eff
%: eficiéncia do primer.

4.4.3 Determinacao da quantidade de proteina VEGF

A deteccdo da proteina VEGF foi realizada pela técnica de western
blotting, tendo como amostras os tumores obtidos ap6s 24h da
administracdo das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP (Figura 17). A expressao
de VEGEF foi significativamente menor no grupo tratado em comparacéo
ao grupo controle. Esses resultados sdo consistentes com o resultado de
gPCR que demonstrou diminui¢do em nivel transcricional. Neste sentido,
fica evidenciado que as nanoparticulas foram capazes de entregar o
SiRNA para interferéncia na expressao de VEGF e que a diminui¢do no
conteido de VEGF foi importante para a diminui¢do no crescimento do
tumor em 4T1.
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Figura 17 - Analise por Western blot da proteina VEGF nos tumores
tratados com NP PEG-PGLU/siRNA/CaP.
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Analise nos tumores removidos dos animais. A: bandas representativas das
proteinas VEGF e B-actina. B: Quantificacdo normalizada da proteina VEGF. A
andlise quantitativa da proteina VEGF foi analisada por western blot e a B-actina
foi usada como normalizador. NP PEG-PGLU/siRNA/CaP: animais tratados com
nanoparticula hibrida carreando siVEGF; Controle: animais tratados com salina.
Os resultados foram expressos como média e erro padrdo da média (EPM); Teste
t de Student, (n = 6), * p <0,05.

4.4.4 Avaliacao histopatologica

Apos a injecdo endovenosa das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, os
6rgdos como o pulmao, rim, coracdo, figado e bago, e os tumores foram
removidos dos animais e analisados sob o ponto de vista histopatolégico,
a fim de verificar alteracfes microscépicas referentes ao tratamento
(Figura 18).

No pulmao, foi observada infiltracdo de células neoplésicas
epiteliais em trés dos quatro animais do grupo controle (3/4) e do grupo
tratado (3/4), que pode ser explicada em funcdo das metastases geradas,
considerando o modelo tumoral utilizado. O modelo de tumor 4T1 é capaz
de causar metastases espontaneas a partir do tumor primario na glandula
mamadria para multiplos locais distantes, incluindo linfonodos, sangue,
figado, pulméo, cérebro e osso (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG,
2001).

Ainda no pulmdo, também foi encontrado infiltrado
polimorfonuclear em dois animais do grupo controle (2/4) e em um
animal do grupo tratado (1/4), caracterizando a presenca de inflamac&o.
Ainda, um animal do grupo tratado apresentou infiltrado inflamatério
mononuclear moderado (1/4). Ja no figado, os infiltrados neoplasicos
foram observados em todas as amostras e infiltrado polimorfonuclear em
todas as amostras controle.
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No baco, um animal do grupo controle (1/4) teve a presenga de
células epiteliais neoplasicas com infiltrado polimorfonuclear, o que ndo
foi observado no grupo tratado. Ainda no bago, observou-se a presenca
de hematopoese extra medular em 2 animais do grupo controle (2/4) e em
3 do grupo tratado (3/4).

No coracdo, um animal do grupo controle apresentou infiltrado
polimorfonuclear leve (1/4). Nenhuma alteragdo foi observada nos
tecidos cardiacos dos animais tratados.

Nos rins, nenhuma alteracdo foi observada no grupo controle,
sendo que no grupo tratado um animal apresentou tumefacéao das células
renais moderada e hemorragia leve (1/4) e outro animal apresentou
infiltrado mononuclear subcapsular leve (1/4).

No tumor, trés animais do grupo controle apresentaram células
epiteliais neoplasicas com atividade mitética moderada, delimitada, ndo
encapsulada (3/4), e essa alteragdo foi observada em dois animais do
grupo tratado (2/4). A maioria das alteracfes encontradas provavelmente
esta relacionada & presenca do tumor e metastases.

Portanto, ndo foi identificada uma possivel toxicidade causada
pelo tratamento com NP PEG-PGLU/siRNA/CaP. Como ja mencionado,
CaP é um mineral comum encontrado nos 0ssos, considerado
biocompativel. O crescimento descontrolado de cristais de CaP é evitado
pela complexacdo com PEG-polianion e siRNA (KAKIZAWA et al.,
2006). Estudos de toxicidade com nanoparticulas de fosfato de célcio e
polimero vém mostrando auséncia de toxicidade aguda apds
administracdo endovenosa (PITTELLA et al., 2012; MELLO et al,,
2018).
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Figura 18 - Imagens representativas das analises histopatolégicas dos 6rgéos e
do tumor apo6s tratamento com as nanoparticulas hibridas NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP.
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Imagens obtidas por microscopia de luz, coloragdo por hematoxilina-eosina.
Pulméo: infiltrado de células epiteliais neoplasicas (seta) e infiltrado
polimorfonuclear (asterisco). Figado controle: infiltrado polimorfonuclear (seta).
Bago: hematopoise extramedular (seta). n=4. Escala = 20um.
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4.4.5 Biodistribuicio das nanoparticulas hibridas NP PEG-
PGLU/SIRNA/CaP.

O monitoramento da fluorescéncia nos 6rgdos (figado, baco,
pulméo, coracéo, rim) e no tumor foi realizado ap6s 3h da administracéo
das NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, no entanto, contendo siRNA marcado
com cianina 5 (Figura 19). A fluorescéncia total foi normalizada pela
massa de cada érgdo em gramas.

Foi verificado presenca de intensidades de fluorescéncia
significativas nos tumores e nos rins. A alta intensidade detectada nos rins
ocorreu, pois, uma grande parte de siRNA é excretado pelo glomérulo,
seguido de reabsorgcdo pelo tdbulo proximal. Adicionalmente, ja foi
observado que a acumulacao de siRNA livre no rim € 40 vezes maior do
que em qualquer outro érgdo, ap6s 1 hora da administracdo (WATER,
2006). Estudos tém relatado maior captacdo de siRNA pelo rim, pois este
6rgdo desempenha um papel chave na eliminacdo do &cido nucleico
(HOWARD, 2013). Além disso, geralmente as nanoparticulas tendem a
acumular-se no figado e bago rapidamente, o que ndo foi observado aqui
(HOSHYAR et al., 2016).

A alta intensidade de fluorescéncia encontrada nos tumores
tratados com as nanoparticulas hibridas contendo siRNA marcado com
cianina 5 demonstra que as nanoparticulas entregararam o siRNA de
maneira eficiente no tumor, que permaneceu retido nessa regiao.

Yi et al. (2016) também encontraram acumulagdo no tumor em 2,
4 e 6 horas apés administracdo de nanoparticulas contendo SiRNA
marcado, em camundongos com modelo de tumor subcutdneo com
células Hela, no entanto, tratava-se de nanoparticulas de ouro com blocos
de copolimero.
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Figura 19 - Biodistribuicdo de siRNA marcado com cy-5 incorporado nas
nanoparticulas hibridas.
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Resultados sdo expressos como média + EPM. NP: nanoparticula hibrida NP
PEG-PGLU/sIRNA/CaP carreando siRNA marcado com cianina 5. Controle:
salina. Teste t de Student. (* p <0,05) e (*** p <0,001).

A acumulacdo majoritaria no tumor, depois do rim, deve-se
provavelmente ao efeito EPR no céancer e pela capacidade das
nanoparticulas de escapar da degradacéao na circulacéo sanguinea por ndo
serem reconhecidas pelo sistema imune. Os tumores solidos apresentam
sistema vascular defeituoso, drenagem linfatica insuficiente e reducédo da
captacdo de liquido intersticial. Com estas caracteristicas, juntamente
com o aumento do tempo de circulacdo sanguinea devido a presenca do
polimero, as nanoparticulas acumulam-se nos tumores (QUADER,;
KATAOKA, 2017).
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4.4.6 Analise dos parametros hematol6gicos e bioquimicos

Nas tabelas 2 e 3 encontram-se os resultados dos pardmetros
hematoldgicos e bioquimicos, respectivamente, dos animais tratados com
as NP PEG-PGLU/siRNA/CaP contendo siRNA para VEGF, em
comparacao ao controle, apds 24 horas. E possivel verificar que, referente
aos parametros hematol6gicos, houve um pequeno aumento nos valores
de VCM (~3,1%) e CHCM (~5,4%) nos animais que receberam o
tratamento. De acordo com valores de referéncia para camundongos
Balb/c fémeas, os valores de VCM podem variar de 50,8 a 64,1 fl, jA o
CHCM de 23,9 a 33,1% (CHARLES RIVER LABORATORIES, 2019;
BARBOSA et al., 2017). Portanto, como a diferenca encontrada € muito
pequena entre o0 grupo controle e o tratado, e muito proximos dos valores
de referéncia, aparentemente ndo reflete em alterag@es clinicas causadas
pelo tratamento (BARBOSA et al., 2017). Importante destacar que ndo
foram verificadas alteragBes em hemécias nos animais que receberam o
tratamento, quando comparado ao grupo controle.

Verificou-se uma diminui¢cdo do nimero de mon6citos no grupo
gue recebeu o tratamento. Os mondcitos do sangue periférico sdo
precursores de macréfagos teciduais, portanto, a concentracdo reduzida
pode indicar aumento no recrutamento de fag6citos nos 6rgdos
imunolégicos periféricos (MATACZEWSKA, 2014). Um aumento no
nimero de plaquetas foi observado, mas o valor encontra-se dentro dos
limites de referéncia encontrados na literatura (CHARLES RIVER
LABORATORIES, 2019; BARBOSA et al,, 2017). No entanto, é
necessario verificar se as alteracGes observadas mantém-se com o passar
do tempo, ap6s sucessivas administracbes das NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP.



Tabela 2 - Parametros hematolégicos dos animais tratados com as
nanoparticulas hibridas NP CaP-PEG-GLU-siVEGF
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Pardmetros Controle NP
CaP-PEG-GLU-siVEGF

Hemacias (x10%/uL) 5,99 + 0,14 5,67 +0,18

Hematécrito (%) 37,5+0,98 36,5+ 0,93

Hemoglobina (g/dL) 12,16 + 0,31 12,48 + 0,32

VCM (fL) 62,57 +0,31 64,51 + 0,60*

CHCM (%) 32,45+ 0,28 34,19 + 0,25***

Leucdcitos (/uL) 23210 +7125,78 11270 + 1682,40

Basdfilo (%) - -

Eosinéfilo (%) 0,6 +£0,27 -

Neutrofilo (%) - R

Mieldcito (%) - -

Metamielécito (%) - -

Bastéo (%) 0,6+0,16 0,1+0,10

Segmentado (%) 72,7 + 3,56 66,6 + 2,69

Linfdcito (%) 22,6 +351 31,6 +2,72

Mondcito (%) 3,5+0,45 1,7 £ 0,42**

Plaquetas (x10%/uL) 503 + 50,87 680 + 44,59*

Resultados expressos como média = EPM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.



72

Tabela 3 - Parametros bioquimicos dos animais tratados com as nanoparticulas
hibridas NP CaP-PEG-GLU-siVEGF

Pardmetros Controle NP
CaP-PEG-GLU-siVEGF

Uréia (mg/dL) 52,7+1,87 67,7 £ 3,98**

Creatinina (mg/dL) 0,44 £ 0,02 0,56 £ 0,03**

AST (UI) 374,1£132,39 302,7 £ 40,96

ALT (UI/l) 49,3+17,30 49,1+8,24

Proteina Plasmatica (g/dL) 5,24+ 0,11 5,3+0,10

Resultados expressos como média = EPM. **p < 0.01.

Ja para os pardmetros bioguimicos, observou-se aumento na
concentracdo de ureia e creatinina nos animais que receberam o
tratamento, quando comparado com o grupo controle. A concentracéo
sanguinea de ureia e creatinina € um importante indicador da funcéo renal
(CHOUDHURY; AHMED, 2006). O aumento da funcéo renal pode estar
relacionado a rota de excrecdo do siRNA, como discutido anteriormente.
Como verificado no ensaio de biodistribuicdo, houve acimulo de siRNA
nos rins. Para estudos futuros, é importante 0 monitoramento, uma vez
que tais dados podem indicar uma possivel evolucéo para toxicidade renal
ou uma toxicidade ja instalada. E também necessario verificar a possivel
reversdo da toxicidade, uma vez que, ap6s 14 dias de tratamento, nao
houve toxicidade significativa observada no resultado histopatolégico
para os rins. J4 em relacdo ao figado, a concentracdo de ALT e AST néo
se apresentou alterada em fungdo do tratamento, sugerindo auséncia de
toxicidade hepética aguda relacionada a administragdo das NP PEG-
PGLU/siRNA/CaP. Este resultado € importante, uma vez que o figado é
0 local de metabolismo de primeira passagem, sendo comumente
susceptivel a toxicidade induzida por nanoparticulas (YILDIRIMER et
al., 2011).
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados mostraram que a formulacdo purificada
foi desenvolvida com sucesso e os testes realizados in vivo evidenciaram
que, quando comparado com o controle, as nanoparticulas hibridas NP
PEG-PGLU/SIRNA/CaP reduziram o crescimento tumoral durante o
tratamento, sem alteracdo da massa corporal, acompanhado do
silenciamento génico. As NP PEG-PGLU/siRNA/CaP também foram
capazes de entregar o SiRNA de maneira significativa no tumor,
evidenciado quando da utilizagdo do &cido nucleico marcado com cianina
5. Néo foi verificada toxicidade aguda relacionada ao tratamento com as
nanoparticulas NP PEG-PGLU/siRNA/CaP, evidenciado pelos resultados
obtidos nas avaliagcBes histopatoldgica e antropométrica. Entretanto,
alteragBes nos parametros bioquimicos e hematoldgicos precisam ser
verificadas em estudos adicionais, apds administracfes sucessivas das
nanoparticulas em um longo periodo de tempo.

Assim, como a aplicacéo do efeito de RNAI na clinica necessita de
protecdo ou estabilizacdo da molécula efetora (SIRNA), torna-se evidente
o estimulo para o desenvolvimento de sistemas baseados em
nanotecnologia. Desta forma, a terapia por RNAI aliada a nanotecnologia
representa atualmente o apice da pesquisa nesse tema e tem sido predita
como uma alternativa inovadora para o tratamento do cancer.

Os resultados obtidos até 0 momento demonstram que o sistema
desenvolvido pode ser um candidato promissor para a entrega de SiRNA
para o cancer de mama triplo negativo. No entanto, estudos adicionais
estdo planejados, incluindo a co-entrega de SiRNAs buscando uma
sinergia entre importantes alvos relacionados a doenca e diminuicdo de
toxicidade.



74



75

6 PERSPECTIVAS

a)
b)

d)

Como perspectivas para futuros trabalhos, espera-se:

Avaliar, por imuno-histoquimica, as células endoteliais
vasculares e VEGF no tumor;

Verificar a farmacocinética do siRNA, em diferentes tempos de
administracdo de siRNA marcado com cianina 5, com a
quantificacdo sanguinea de calcio, fésforo e verificacdo do
tempo de meia vida;

Avaliar a toxicidade das nanoparticulas utilizadas em longo
prazo;

Co-entregar diferentes siRNAs em um Unico sistema para
verificar o efeito anticancer sinérgico in vivo.
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Abstract

Tumaorigenesis is related to an imbalance in contolling mechanisme of apopiosis. Expression of the
genes BCL-2 and BCOL-xL. results in the promation of cell survival by inhihiing apoptosis. Thes, a
novel approach o suppress antiapoptotic genes i the wse of small inerfering RN A (SRNA) in cancer
cells However, there ane some limitations for the application of siRNA ach as the need for vectors to
pass the cell membrane and deliver e nucleic acid. In this sudy CaP-sRNA-PEG-polyanion hybrid
nanoparticles wene developad o promote siRMNA delivery o cultured human breag cancer cells (MCF-
T in onder o evaluate whether e slencing of antiapopotc genes BCL-2 and BCL-d. by siRNA
would increase cancer cell death. Afier 48 h of incubation the expression of BOL-2 and BCL-xL. genes
decreased to 49% and 23%, respectively. The siRNA sequence used induced cancer cell death at a
concentration of 200 nM isNA after T2 h of incubation. As the targeted proteins are related to the
Tesgance in drugs, the iems gystems were ako iested in the presence of
dononuhicin (DOX). The results showed a dgnificant reduction in the CCq of te DOX, after slencing
the antiapoptotic genes. In addition, an increase in apoptotic cell comts for hoth incuhations conditions
was observed as well, In conclusion, slencing antiapopiotic genes such as BCL-2 and BCL-xL through
the use of SRNA camied by hybrid nanoparticles showed to be effective e vitro, and presents a
promising straie gy for pre-clinical analysis, especially when combined with DOX againg breast cancer.

Keywonds: breast cancer, siRNA, nanoparticles, BCL-2, BCL-xL., apoptosis
{Some figures may appear in colour only in the onling joumal)

Abbreviations CaP calcium phosphate
ANOVA analysis of variance COCq the concentration of drug that results in
BSA bovine serum albumin toxicity for 50% of the cells
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Shart iesfering RN (SRNA) shawed © be 2 visble akrmativ to 3 betes progicds in cancer therapy.
ssful application of thi the of frthe

Sk dsaederiag RMA
[ S—

e delivery of SRNA inen the dizessed s, occ\.s'hy, When 2n exemal
magnetic e is appicd - o fvor
a targer tisue In this werk e designed a novel magnesic respansive SRNA nanocarrier. The new delivery
sy & mmpoesd of m etic ron axide nanoparticks (SPIONS) costed with calcium phosphate
(Cal) and 1 polyanicn block copalymers, which are Kaownto be biocampatiile. The namparticks preseated
ele shape with amall bl fox biomedical applications. TIM imeges howesd
i by a lower  materialin the carona. The X2y phomeleatmon
spectra (XFS) confirmed CaP palymer costing of the magnetic cre. In addition, the mating procedws did mat
affect the superparamagnetic property s showed using 2 vibrating sample magnemmeter (VSM). With 2 high
Inading efficiency (3], the emhenced vesculer growth factar (VEGF) silencing in
brenstcancer cell inviirn, ot gene and proisin levels (~60% and 40%, respectively), withowt amocisted micity.
Iron 2nd SIRNA quantification shawed that the novel nEnoperticles mave fowards & Magnetk sWEeE camying
siRNA maleles. Therefore, these novel nanoparticles are 2 promising tool for cancer therapy based on RNAI
effect. added by 2 magnetic capability o further modulste sIRNA sconmulation in the target timue.

1. Introduction

delivery attempls, including fast enzymatic degradation, polyanionic
molecular behavior and lack of eell specificity [2] To avoid degrada-

The RNA inferference (RNAMbased therpies have emerged as
promising alternatives 1o aditional chemotherapy @t cancer treat
ments by selectively silence pathology-related genes and thus reduce
undesired off-tanget effects. The delivery of short interfering RNA
(IRNA) molecules precisely 1o cancer cells is crucial to the success of
the therapy and causs sequence specific degradation of memenger
RNA (mRNA) in the trmnsfecied cells for the modulation of protein
expression [1,2]. However, there are several drawbacks in naked siRNA

* Comesponding suhar.
Emal address: tania pessufac br (T.B. Creczymski Pass).
! These awhors mmiribuned equally 1o this work.

tion, inefficient penetration scros biokgical obstackes ad umvanted
side effects, SRNA nanocarriers are usually designed 1o overpass the
barriers and subsequently deliver RNAI effector molecules 10 the eyto-
plasm of cancer cells. Most of the developed nanocarmiers reach the
tumor tisue by passive accumulation fiough the Enhanced Perme-
ability and Retentien (EPR) effect [4-6]. On the oiher hand, active-
targeted jers are shle to 1 ificalh

loci, therby enhancing the delivery specificity [7,8].

in the tumor
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FEnomdc to germand somatic cells of
mice.

= The mixture of SAONs and SLNs in-
duced the highest genataxicty incells

= Significant dlteration in hematological
parameters was alserved in mice ex-
mased o the napartides

= Increxsed sctivities ol AST were ab-
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+ SLM in the induction of genetic and
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Meymord:
Slid lipid ranop arsices
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Cenototy
Micronuches and sperm morphology
acpamm

1k sentidly exped to mulipe nm e ticks kinds Guough nanotedinokigy-las ed @ mumne prod-
wots There is i nsafficient data on the in vivo taxidy of nanatechnaology products, 25 well 5 no data an the pos-
silsle tesicity, incueling genotaxiaty and repradudive taxicity of ar-exposure to different kind of nanoparticks.
Inthis work, sl lipid nano partickes [S1Ns) and superparamagnetic iron axide nano particles [ SPONS ) werese
lected for evaluation ol ahypothetical condition ol in vive m-exposure. Ge nobxicityal SPIOMs and SLNs was per-
for med separately and in 1:1 mixaure in mice. Bone m armow miconucleus sy, sperm marphalogy test, and
sperm oun wene carfied out. Also, the serum ALT and AST sctivities; and hemustalogical parsmeters of the
rrested mice were analyzed The results showed 2 significant inerese [p = 005 ) in micronudesed palychra-
mutic erythrocytes (MNPCE) and nuclesr stnorma ities [NA) in SPION, SLNs and their m ixture trested mice.
Thee muixtuwre induced the highest frequency of MNPCE andd NA. A Similar resull was olserved in the sperm mor-
phalogy test with the misture inducing the highest sperm sbnarmalities, fallawed by SLNs and the lexst by
SPIONS. Significant alteration to ROW, MOHC, MOV, GRAN, and platelets, o well a3 increased sctivities of
serum AST were abserved in the mice trexted with 2 mixtwre af the two Kinds of nanopantickes Caloul stion af
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A Sodm?e Brasileira de Genética concede a GABRIELA REGINA ROSA SOUZA HABERBECK mengéo honrosa pela
participagao no PREMIO NEWTON FREIRE-MAIA na 4rea de GENETICA HUMANA, com o trabalho intitulado
“DEVELOPMENT OF HYBRID NANOPARTICLES AND ANTITUMORAL ACTIVITY OF DELIVERED VEGF SIRNA TO
BREAST CANCER" autoria de SOUZA, G.R R.; MELLO JUNIOR, L.J.; SILVA, AH.; SIERRA, J.A.: GUALBERTO, A.;
PITTELLA, F.; CRECZYNSKI-PASA, T.B., apresentadc: durante o GENETICA 2017 - Brazilian-Interational Congress of
Genetics , em Aguas de Linddia, SP, periodo de 12 a 15 de Setembro de 2017.
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