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RESUMO

A funcionalizacdo de superficie nas nanocapsulas contendo doxorrubicina com o
peptideo RGD € uma estratégia promissora devido a ligacdo preferencial na integrina
ayB3 expressa em células tumorais. Este estudo objetivou o desenvolvimento,
caracterizacdo e estudos biologicos de nanocapsulas multiparedes com doxorrubicina e
funcionalizadas com RGD. Para isso, na primeira etapa do trabalho foi realizada a
sintese do peptideo RGD. Os produtos obtidos foram caracterizados por andlises de
infravermelho e RMN de 'H. Na segunda etapa foram desenvolvidas formulacdes de
nanocapsulas com doxorrubicina ou cloridrato de doxorrubicina, e, nanocépsulas
multiparedes revestidas com quitosana, ions zinco, RGD ou fenilalanina. Essas
suspensdes foram caracterizadas através da determinacdo do pH, diametro de particula
por diferentes técnicas, potencial zeta, eficiéncia de encapsulacdo e eficiéncia de
associacdo do RGD na superficie da nanoparticula. Na terceira etapa, foram realizados
ensaios de viabilidade celular por MTT apés 24 e 72h com as formulagdes
desenvolvidas em células de céncer de mama (MCF7) e glioblastoma humano
(UB7TMG). As formulacdes apresentaram diferentes valores de citotoxicidade e,
utilizando o Grafico de Pareto foi possivel determinar os fatores que exercem maior
influencia. Em células MCF7 foi a concentracdo de farmaco e tempo de tratamento e,
nas células UB7TMG além desses fatores, a funcionalizacdo mostrou-se determinante.
Além disso, foi avaliada a captacdo das nanocapsulas funcionalizadas com RGD e
fenilalanina apds 24h nas células tumorais e células de queratindcitos humanos (HaCat),
com diferentes niveis de expressdo da integrina oyf3 O estudo mostrou menores valores
de captagdo nas células HaCat (sem expressio de integrina ayf3) para as duas
formulacBes testadas. Finalmente as nanocapsulas funcionalizadas com RGD
apresentaram maior captacdo em células U87MG com maior expressao da integrina

0(vB3.

PALAVRAS-CHAVE: RGD, nanocapsulas, doxorrubicina, integrina a,fs.



ABSTRACT

The surface functionalization in nanocapsules containing doxorubicin with RGD
peptide is a promising strategy due to preferential binding in the a,f3 integrin expressed
on tumor cells. This study aimed the development, characterization, and biological
studies of multiwall nanocapsules containing doxorubicin and functionalized with RGD.
For this reason, in the first stage of this study the synthesis of RGD peptide was
performed and the products characterized by infrared analysis and *H NMR. Besides,
nanocapsules formulations were developed containing doxorubicin or doxorubicin
hydrochloride, and multiwall nanocapsules coated with chitosan, zinc ions, RGD or
phenylalanine. These suspensions were characterized by pH determination, particle
diameter by different techniques, zeta potential, encapsulation efficiency, and
association efficiency of RGD on the surface of the nanoparticle. Additionally, it was
performed cell viability assays by MTT after 24 and 72 hours with formulations
developed in breast cancer (MCF7) and human glioblastoma cells (U87TMG).
Formulations showed different cytotoxicity values. The Pareto chart was possible to
determine factors that have more influence.

In MCF7 cells was drug concentration and treatment time, and U87MG cells, besides
these factors, the functionalization was decisive. Furthermore, it was performed the
cellular uptake of nanocapsules functionalized with RGD or phenylalanine after 24
hours in tumor cells and human keratinocyte cells (HaCaT), with different levels of
expression a,fB3 integrin. The study showed less uptake in HaCaT cells (without
expression ayfB3; integrin) for the two formulations applied, and the nanocapsules
functionalized with RGD showed more uptake in U87MG cells, with higher expression

of integrin ofs.

KEY-WORDS: RGD, nanocapsules, doxorubicin, a,f3 integrin.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas 5 décadas dezenas de agentes quimioterapicos tem sido testados
como agentes Unicos e em diferentes combinagdes para prevencdo e tratamento do
cancer (JIANG et al., 2011). O cancer é um problema de satde publica e a principal
causa de morte no mundo. Significativo progresso foi feito, mas a melhoria do
diagnéstico com a deteccdo precoce e precisa dos tumores, assim como o0
desenvolvimento de terapias direcionadas e inovadoras continuam a ser pesquisados
intensamente (SANCEY et al., 2009).

A baixa penetracdo dos farmacos antitumorais no tecido extravascular do tumor
é na maioria das vezes um importante fator de limitacdo da eficacia dos tratamentos
antitumorais (ALBERICI, ROTH e SUGAHARA, 2013). A doxorrubicina (dox) é um
dos farmacos antineoplasicos mais eficazes atualmente conhecidos. No entanto, a sua
utilizacdo clinica é limitada pela toxicidade dependente da dose (mielossupressdo e
cardiotoxicidade). Além do aparecimento de resisténcia a multiplas drogas e sua baixa
especificidade contra células cancerosas (PRADOS et al., 2012).

A nanotecnologia é uma alternativa promissora para superar as limitagdes na
terapia do cancer, uma vez que foi demonstrada a reducdo nos efeitos secundarios
sisttmicos e 0 aumento da eficécia terapéutica dos farmacos. Ela consiste no estudo,
criacdo e manipulagdo de materiais visando a obtencéo de dispositivos com tamanho
restrito a faixa nanométrica, conferindo propriedades diferenciadas (JAIN et al., 2005).
A nanomedicina surgiu um campo da ciéncia dentro da nanotecnologia devido a
necessidade de estratégias buscando melhorar propriedades biofarmacéuticas de
moléculas bioativas ap6s a sua administracdo (ALONSO et al., 2004).

De fato, 0s numerosos sistemas terapéuticos a base de nanocarreadores
desenvolvidos nos ultimos anos tém mostrado baixa toxicidade e a liberacdo sustentada
do farmaco. Além disso, a grande variedade de sistemas de nanoparticulas disponiveis
pode proporcionar uma solucdo para os diferentes problemas encontrados durante o
tratamento do cancer baseado em doxorrubicina (PRADOS et al., 2012).

A maioria dos agentes antineoplasicos ndo diferenciam células cancerosas e
normais, levando a toxicidade sistémica e a diversos efeitos adversos. Assim, a geracao
de vetores especificos, capazes de levar um farmaco para o local do tumor e/ou

metastase sdo, portanto, fundamentais para a terapia do cancer (SANCEY et al., 2009).

9



Estudos com nanoparticulas tem focado na construcdo de sistemas multifuncionais, com
elevado tempo de meia-vida no meio biologico, a0 mesmo tempo, vetorizados
ativamente para um sitio alvo, devido a presenca, na superficie do nanocarreador, de um
ligante especifico contendo afinidade a um receptor super expresso na célula alvo
(HALEY e FRENKEL, 2008; BIJU, 2014). O uso de peptideos capazes de dirigir o
farmaco para o tumor é um dos mais recentes sistemas desenvolvidos para melhorar o

desempenho e seguranca dos quimioterapicos (BIBBY et al., 2005).

Duas estratégias podem ser utilizadas para promover a constru¢do do sistema
conjugado peptideo-nanocarreador. A primeira envolve a encapsulacdo da biomolécula
em uma matriz polimérica biocompativel e biodegradavel (KUBEK et al., 2009;
WANG et al., 2008); enquanto que a segunda envolve a conjugacdo da proteina a
superficie do nanocarreador (RANA et al., 2010). A construcdo desses sistemas traz
consigo vantagens como a liberacdo controlada e sustentada de farmacos que evita tanto
os efeitos colaterais, como a rapida depuracdo da substadncia e o aumento da
concentracdo em tecidos especificos através da funcionalizacdo do carreador para um
6rgdo especifico, por exemplo (ALLEN et al., 2004). A conjugacdo de peptideos a
superficie de nanoparticulas pode, basicamente, ser desenvolvida por meio de duas
abordagens: através da ligacdo covalente da proteina a superficie da nanoparticula ou
ainda por interacBes nao-covalentes entre a particula e a proteina (DI MARCO et al.,
2010).

O peptideo RGD se liga preferencialmente a integrina ayf3. Com isso tem sido
investigado por mais de 15 anos conjugado a farmacos (BROOKS, CLARK e
CHERESH, 1994). A integrina av (especialmente ayf3) € um importante biomarcador
conhecido por seu papel na progressao do cancer, pois sdo altamente expressos nas
celulas endoteliais que revestem as células do tumor e mal expressas em células
endoteliais e 6rgdos normais, tornando-se um potencial alvo para a estratégia anti-
angiogénese (MURPHY e NAGASE, 2008). Assim, diversas nanoparticulas
poliméricas de doxorrubicina funcionalizadas com RGD foram desenvolvidas nos
ultimos anos (BIBBY et al., 2005; DANHIER et al., 2009; LOYER et al., 2013; QIAO
et al., 2014; WANG et al., 2009; XU et al., 2011) projetadas para auxiliar o transporte

de agentes de diagndstico e/ou terapéutico para as células cancerosas.

Bender e colaboradores (2012; 2014) desenvolveram nanocapsulas multiparede

complexadas com ions metalicos que possibilitam a rapida e versatil funcionalizagdo da
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superficie de nanocapsulas. S&o compostas de um nucleo lipidico, uma parede de
poliéster revestida com fosfolipideos, que ligam uma segunda parede de quitosana, onde
os ions metalicos sdo complexados, sendo assim capazes de conjugar em sua superficie

diferentes espécies moleculares, como peptideos RGD.

Nesse contexto, a realizacdo do presente trabalho justifica-se atraves do
desenvolvimento de nanoparticulas multiparedes contendo doxorrubicina e
funcionalizadas com RGD para direcionamento em integrinas a3 expressas em células

tumorais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver nanocépsulas de nucleo lipidico contendo doxorrubicina revestidas
com quitosana, ions zinco e funcionalizadas com o peptideo RGD (RGD-MCMN(dox),

visando ao reconhecimento por integrinas o3 presentes em células tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Obter a partir de sintese em solucdo o tripeptideo RGD, que se liga
preferencialmente em integrinas oyf3 presentes em celulas tumorais. A rota

sintética esta descrita no Esquema 1.
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Esquema 1: Rota sintética para obtencdo do RGD

e Desenvolver nanocépsulas multiparedes contendo  doxorrubicina e
funcionalizadas com RGD (RGD-MCMN(dox)) para reconhecimento por
integrinas a3 presentes em células de cancer de mama (MCF-7) e glioma
humano (U87MG).
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3 REVISAO

3.1 Cancer

Segundo dados da OMS, em 2012, o cancer esteve entre as principais causas de
morte no mundo, sendo responsavel por 8,2 milhdes de mortes. Espera-se para 2030
cerca de 21,4 milhdes de novos casos de cancer e 13,2 milhdes de mortes, em
consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populacdo. No Brasil, as
estimativas para 2014, validas também para o ano de 2015, apontam que ocorrerdo mais
de 576 mil novos casos de cancer. Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma
sera 0 mais incidente na populacdo brasileira (182 mil casos novos), seguido pelos
tumores de préstata (69 mil), de mama feminino (57 mil), célon e reto (33 mil), pulmao
(27 mil), estbmago (20 mil) e de colo do utero (15 mil) (INCA, 2014).

Uma célula normal passa por varias fases no seu ciclo celular, que é regulado de
forma rigida por genes controladores do ciclo. Em uma célula que dara origem ao
cancer, diferente de uma célula normal, ocorre a proliferacdo descontrolada de células
decorrente de alteracbes no acido desoxirribonucléico (DNA). O tumor é um
aglomerado de células cancerosas, podendo ser de dois tipos: benigno e maligno. No
primeiro caso, 0 cancer ndo atinge outros tecidos e no segundo caso, uma célula
cancerosa se desprende do tumor atingindo a corrente sanguinea e, desta maneira, 0
tumor se torna capaz de invadir outros tecidos do corpo (LOPES, OLIVEIRA e
PRADO, 2002).

Quando os tumores atingem cerca de 2 mm?®, o0 aumento da press&o intersticial
dentro do tumor inibe a difusdo dos metabolitos e nutrientes necessarios para o
crescimento tumoral. Inicia-se entdo a angiogénese, um processo critico que envolve a
formacdo de novos vasos sanguineos (DANHIER e BRETON, 2012).

O tumor vascularizado é estruturado, morfologicamente, de células bem
oxigenadas proximas aos vasos sanguineos e em constante proliferacdo, células
necroticas situadas no centro do tumor e distantes da vascularizagdo e por células em
hipéxia que sdo localizadas entre as células oxigenadas e necroticas (OLIVEIRA e
ALVES, 2002).
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A integrina ayf3 tem um papel importante na angiogénese, € expressa em células
tumorais em padrfes que podem ser alterados nos tumores, participando da adesdo e da
migracdo celular, processos envolvidos na metastase (HOOD e CHERESH, 2002).
Podem influenciar o desenvolvimento celular em diversas condigdes biologicas e
patoldgicas tais como embriogénese e diferenciacdo, morfogénese, crescimento tumoral

e metéstase, apoptose e cicatrizagdo de ferimentos (YAMADA et al., 2003).

No céncer de mama, a superexpressdo de integrina ayP3 estd associada com
metéstase 0ssea e induz ao aumento do crescimento tumoral; esta também envolvida na
regulacdo da resposta das células para quimioterapia, sendo um marcador de
quimiosensibilidade. Em glioblastoma, essa integrina é super expressa na superficie do
tumor, esta associada com o aumento da motilidade celular e resisténcia a apoptose.
(DANHIER e BRETON, 2012).

A quimioterapia é um tratamento a base de farmacos citotdxicos e sua eficacia é
limitada pela toxicidade desses farmacos que ndo apresentam seletividade total para as
células tumorais. Um dos fatores da resisténcia dos tumores sélidos a quimioterapia ¢ a
dificuldade do farmaco em alcancar as células em hipdxia. Para que isto aconteca o
farmaco precisa atingir os vasos do tumor, atravessar a parede destes vasos em dire¢do
ao intersticio e finalmente, se difundir pelo intersticio em direcdo as células em hipdxia
(OLIVEIRA e ALVES, 2002).

A doxorrubicina é um antibidtico antraciclina, utilizado como farmaco
citostatico na quimioterapia. O farmaco é absorvido pelas células devido a difusdo
passiva através da membrana e, finalmente, se intercala nas cadeias de DNA, onde
provoca a condensagdo da cromatina e inicia a apoptose (WEBER, WAGNER e
SCHNECKENBURGER, 2013).

Amplamente utilizado para o tratamento de varios tipos de céncer, no entanto,
seu uso € limitado devido aos efeitos toxicos como mielossupressao e cardiotoxicidade
que ocorrem com a utilizacdo de doses cumulativas elevadas (YEZHELYEV et al.,
2006). Com objetivo de melhorar a farmacocinética, farmacodinamica e diminuir a
toxicidades esse farmaco foi reformulado. As formulagdes Myocet™ (Elan
Pharmaceuticals) e Doxil® (Ortho Biotech) com sistemas de liberagdo modificada
foram aprovados para uso clinico e tém eficacias semelhantes com perfis de toxicidade

melhorados em comparagdo com a doxorrubicina (HARRIS et al., 2002).
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3.2RGD

Peptideos RGD (Figura 1) sdo bem conhecidos por se ligarem preferencialmente
a integrina o,B3. Foi descoberto por Pierschbacher e Ruoslahti (1987) como a sequéncia
peptidica mais eficiente para estimular a adesdo celular sobre superficies sintéticas
através de mediadores como as integrinas (HERSEL, DAHMEN e KESSLER, 2003).

Arg Gly Asp
0 y O
HN I~ N
H 6 L _o
\L NH OH
HNZ “NH,

Figura 1: Estrutura quimica do peptideo RGD (COLOMBO e BIANCHI, 2010)

Os peptideos sdo compostos formados por aminoacidos que se unem através da
ligacdo entre o grupamento a-carboxila de um aminoacido e o grupamento a-amino de

outro para a formacdo de uma liga¢do amida (Figura 2).

NH, O|\ Reagente de NH, ||-1 0
~_ _OH HaM, acoplamento N M
Ry 0 T oH R "oH
el R -H,0 0 R
Aminoécidole 2 Peptideo

Figura 2: Formacéo da ligacdo peptidica (HAN e KIM, 2004).

Nessas reacOes de acoplamento, o grupamento a-carboxila é ativado por um
reagente de acoplamento peptidico apropriado para posteriormente reagir com 0
grupamento a-amino do outro (HAN e KIM, 2004). No carbono a estdo ligadas as

cadeias laterais dos aminoacidos, que diferenciam-se em estrutura, tamanho e carga
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elétrica, conferindo assim caracteristicas distintas, influenciando na solubilidade e
reatividade quimica dos peptideos (NELSON e COX, 2006).

O RGD pode ser obtido de forma sintética ou adquirido comercialmente. S&o
encontradas 3 metodologias de sintese distintas: sintese quimica, sintese enzimatica (ou
biocatalisada) e sintese via DNA (recombinante) (MACHADO et al., 2004). A sintese
quimica pode ocorrer em solucdo (sintese classica) ou na presenca de um suporte
polimérico (fase solida).

Na sintese quimica somente um sitio ativo especifico em cada um dos
aminoacidos envolvidos na formacdo de uma nova ligacdo peptidica deve estar
disponivel para a reagdo de formagdo de produto desejado. Os grupos funcionais
passiveis de sofrer reacGes laterais devem ser devidamente protegidos (MACHADO et
al., 2004).

Um namero bastante elevado de peptideos biologicamente ativos foi sintetizado
nos Ultimos anos, sendo a maioria referente a peptideos obtidos pelo método de sintese
quimica, seja em fase solida ou solucdo (PINA, 2011).

A técnica de fase solida é mais rapida que o método classico em solucgéo;
contudo, sdo obtidas quantidades muito pequenas dos peptideos (ABO-GHALIA et al.,
2003). Outra desvantagem dessa técnica é a possiblidade de racemizacdo do doador
acila, agregacdo de cadeias peptidicas em reagdes secundarias (acumulo de produtos
laterais no peptideo final cuja remocéo € dificil, ou seja, baixa eficacia de purificacdo) e
baixos rendimentos para peptideos longos (MACHADO et al., 2004; SAKAKIBARA,
1999).

Na sintese em solugdo a desvantagem é o baixo rendimento final, decorrente do
surgimento de produtos secundarios, que sdo resultados de reacGes paralelas ou
degradacdo dos reagentes. Além disso, a purificacdo dos produtos empregando
evaporacao, extracdo, cromatografia em coluna entre outras técnicas, conduzem também
a diminuicdo do rendimento. Possuindo ainda como agravante as varias etapas
reacionais necessarias (MARQUARDT e EIFLER-LIMA, 2001; MERRIFIELD, 1963)

Boisbrun e colaboradores (2008) desenvolveram procedimentos de sintese para
RGD em solugdo com os C-terimais protegidos e em fase sélida com os C-terminais
desprotegidos com objetivo de comparar as propriedades fotofisicas para uso na terapia
fotodinamica. Segundo eles, a protecdo do C-terminal seria uma maneira de melhorar a
afinidade a integrina oyf3. Abo-Ghalia e colaboradores (2003) optaram por utilizar

somente 0 método em solucdo e obtiveram rendimentos de 76% utilizando como
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agentes de acoplamento DCCI/HOBt. Assim, descreveram um protocolo sintético
simplificado e melhorado para este peptideo, além de rendimento prético interessante
para testes bioldgicos. Bem como, He e colaboradores (2006) que utlizaram como
agentes de acoplamento DCC/HOBt, e Mel’nik ¢ colaboradores (2006) que obtiveram
rendimento de 65% com esses reagentes de sintese.

O crescente interesse nas aplicagdes biologicas do RGD é frequentemente
prejudicada pela dificuldade de obtengdo de uma conveniente sequencia de reagdes
(ABO-GHALIA et al., 2003). Também ja foram feitas varias modificacbes, incluindo
polimerizacdo, substituicdo por peptideos miméticos e acoplamento com diversos tipos
de carreadores, com objetivo de melhorar as propriedades anti-tumorais e alongar o
tempo de degradacdo in vivo desse peptideo (OKROJ et al., 2003).

Os peptideos compbem proteinas bioldgicas, possuem funcdo de reconhecimento
celular e de controle de adesdo, regulacdo (envolvendo a proliferacdo, diferenciacéo,
sobrevivéncia ou apoptose), migracéo e a sinalizacdo celular, influenciando atividades
bioguimicas e enziméticas. Ainda, agem na identificacdo de sitios bioldgicos ativos e na
transducdo de sinais celulares como fluxo iénico ou ativacdo de cascatas enzimaticas
(MIN e MRKSICH, 2004).

Estratégias baseadas na sua entrega em ceélulas tumorais ou na vasculatura
tumoral a partir da utilizacdo do RGD apresenta-se como uma abordagem promissora
para a entrega de medicamentos antineopldsicos ou agentes de contraste para o
diagnostico e terapia do cancer (DANHIER e BRETON, 2012). Segundo Broxterman e
Hoekman (1999) o conjugado doxorrubicina-RGD induz a morte celular via danos ao
DNA e através da ativacdo da caspase-3 mediado diretamente pelo RGD.

3.3 Nanotecnologia

Nos ultimos anos, varias abordagens para a melhoria da quimioterapia tém sido
utilizados, incluindo a encapsulacdo de farmacos quimioterapéuticos em nanoparticulas
(NP) ou a terapia de combinacdo com substancias sensibilizantes para apoptose
(WEBER, WAGNER e SCHNECKENBURGER, 2013). O crescimento atual da
nanotecnologia, especialmente o uso de NP se deve principalmente a melhora tanto na
deteccdo precoce quanto no tratamento de indmeras patologias como o céncer. O

encapsulamento de farmacos em NP pode resultar no aumento da biodisponibilidade
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dentro de tumores solidos, resultante da diminui¢do do seu reconhecimento pelo sistema
reticulo-endotelial e melhora da biodistribui¢do, bem como redugédo da toxicidade em
6rgdo e tecidos saudaveis (LOYER et al., 2013).

Assim, um sistema de nanocarreadores adequado pode transportar farmaco
ativos para as células cancerosas usando o fisiopatologia dos tumores, especialmente a
sua permeabilidade aumentada e o0 microambiente do tumor (PRADOS et al., 2012). No
entanto, apesar do resultados encorajadores, varios desafios precisam ser superados a
fim de se obter NP com alta eficiéncia sitio-especifica para a entrega de farmacos
(LOYER et al., 2013).

Murphy e colaboradores (2008) demonstraram a partir do direcionamento de
farmaco na vasculatura tumoral mediada por a,f3 aumento de 15 vezes na atividade
antimetastatica com a utilizacdo de nanoparticulas de doxorrubicina funcionalizadas
com RGD, sem a perda de peso associada a administragdo sisttmica da doxorrubicina
livre. Demonstrando, assim, que o sistema de direcionamento de farmaco envolvendo
NP associadas a ligantes para a integrina oyf3 representa uma abordagem promissora
para o tratamento de doencas metastaticas. Schiffelers e colaboradores (2003) também
demostraram a melhora na eficacia anti-tumoral com a utilizacdo de lipossomas
contendo doxorrubicina e funcionalizados com RGD para a vasculatura do cancer de

coélon em ratos submetidos a xenotransplante.

No estudo de biosdistribuicdo e farmacocinética de NP poliméricas contendo
doxorrubicina e RGD em ratos com modelo de tumor mamario foi verificado
diminuicdo nas concentracdes do farmaco no coragdo, pulmao, rim e plasma e niveis
mais elevados do metabdlito do farmaco no tumor, demonstrando, assim, a
especificidade da NP (BIBBY et al., 2005).

As nanoparticulas podem variar de acordo com o tamanho, a forma e a
composicdo superficial que, por consequéncia, influenciard na sua capacidade de
encapsulacdo, taxa de liberacdo, estabilidade e distribuicdo no meio bioldgico. Além
disso, por se tratar de um veiculo para a liberacdo de farmacos, é desejavel que um
nanocarreador seja construido por materiais biocompativeis e biodegradaveis e que seus
produtos de degradacdo ndo desencadeiem efeitos toxicos no organismo (HALEY e
FRENKEL, 2008).
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A conjugacdo de um ligante a superficie de um nanocarreador pode ser
estabelecida tanto por ligacdo covalente, como por interacdo eletrostatica ou por forcas
de Van der Waals. E importante ressaltar que a construcdo desses sistemas hibridos
deve ser realizada, preferencialmente, por métodos que ndo comprometam a estrutura da
nanoparticula, a funcionalidade e afinidade do ligante por seu receptor. Além disso, é
necessario que os componentes presentes na superficie da particula ndo interfiram na
atividade do ligante, devido ao impedimento estérico que pode ser causado, por
exemplo, pela presenca das cadeias hidrofilicas do polimero utilizado para a
estabilizacdo da particula (TORCHILIN et al., 2006). Nesse sentido, interacdes
nanoparticula-ligante mediada por espécies metélicas tem mostrado ser eficaz na
conjugacdo sitio especifica, proporcionando a integridade do sistema (ABAD et al.,
2005; BRESOLIN et al., 2009).

Entre os nanocarreadores citados na literatura destacamos as nanocapsulas de
nacleo lipidico (LNC) que consistem em sistemas vesiculares submicrométricos,
compostos por um nucleo formado pela dispersdo de monoestearato de sorbitano e
triglicerideos de cadeia média, rodeados por uma parede polimérica de poli(e-
caprolactona) e estabilizados por um sistema tensoativo, previamente desenvolvido por
Jager et al. (2009). A aplicacao desses sistemas na terapéutica tem sido extensivamente
estudada e mostrado efeitos bioldgicos promissores como transporte de farmacos para
tecidos inflamados, transpor barreiras biolégicas com a liberacdo de farmaco
diretamente no cérebro, bem como, reducdo na viabilidade de células tumorais
(BERNARDI et al.,, 2009; FROZZA et al., 2010; POHLMANN et al.,, 2013;
BERNARDI et al., 2013; YURGEL et al., 2015).

Bender e colaboradores (2012) desenvolveram LNCs com superficie modificada.
Primeiramente foram combinados tensoativos ndo idnicos, como o polissorbato 80, com
tensoativos anidnicos, como a lecitina de soja, levando a formacgdo de nanocépsulas
contendo potencial zeta negativo devido a presenca na interface particula/agua do acido
fosfatidico. Assim, foi possivel o revestimento desses nanocarreadores com o polimero
catidnico quitosana, por meio de interacdes eletrostaticas, obtendo-se nanocapsulas com
superficie catidnica. Tendo em vista a capacidade da quitosana em complexar ions
metalicos (REYNAUD et al., 2011) foi possivel construir um sistema multifuncional
com ions metélicos servindo como base para a ligacdo em sua superficie de moléculas

e/ou biomoléculas farmacologicamente ativas. Esse novo sistema nanocarreador foi
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nomeado “Metal Complex Multi-wall Nanocapsules” (MCMN) (BENDER et al., 2012;
2014).

Neste contexto, este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento e a
caracterizagdo fisico-quimica de nanocapsulas multiparede de doxorrubicina
complexadas com zinco e funcionalizadas com RGD para reconhecimento por
integrinas a3 presentes nas células tumorais. A eficiéncia do sistema nanotecnologico
desenvolvido sera demonstrada a partir de testes bioldgicos de viabilidade celular em
linhagens tumorais com diferentes expressdes da integrina a,fB3. Serdo utilizadas células
MCF7 (cancer de mama) e U87MG (glioma humano), bem como, serdo realizados
estudos de captacdo celular com células ndo tumorais (células de queratindcitos humano
— HaCat)
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