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RESUMO

Devido a alta taxa de mortalidade por cancer toedasnos e em virtude dos tratamentos
frequentemente utilizados causarem severos efadosrsos devido a sua acdo em
células sadias, surge a necessidade pela busea@ates ativos mais especificos para
as células tumorais bem como a busca por mecangentwansportes de bioativos mais
eficientes. Nesse sentido o desenvolvimento dersed estruturados em hemacias
torna-se promissor uma vez que essas células péalemcer o arcabouco para o
transporte desses ativos bem como fornecer peptaten atividade antitumoral a partir
da hidrélise da hemoglobina. O objetivo do presestado foi desenvolver sistemas de
liberacdo e entrega de hidrolisados de hemoglatmna acdes antitumorais utilizando
hemacias e avaliar seus efeitos sobre linhagergldias tumorais (4T1) e normais de
mamiferos (NIH3T3),in vitro. O hidrolisado de hemoglobina livre, bem como o
hidrolisado encapsulado em sistemas miméticos Baseam hemécias, lipossomos,
particulas de quitosana e particulas de quitosana molietilenoglicol tiveram suas
caracteristicas avaliadas por microscopia de fatGeica, microscopia eletronica de
varredura, espalhamento de luz dindmico e suadveasstividades foram testadas
contra células de cancer de mama e fibroblastodflisado triptico de hemoglobina
livre ndo diminuiu expressivamentevitro a viabilidade de células 4T1 e NIH3T3. Os
miméticos de hemacias na auséncia e presenca dolisado de hemoglobina
apresentaram formas irregulares, tamanho microcoéita polidispersividade (0,66 a
1,0) e citotoxidade contra células NIH3T3 (17%) aaséncia do hidrolisado de
hemoglobina e contra células 4T1 na presenca dmlisi@do. Os miméticos de
hemacias bem como os lipossomos também apresentargende superficie negativa e
se mostraram instaveis coloidalmente. Adicionalemenapresentaram tamanhos
micrométricos e nanomeétricos, respectivamente. Jodooutros sistemas apresentaram
tamanhos nanométricos, polidispersividade na fdxa,34 a 1,0 e boa estabilidade
coloidal (x40 a >+60). Particulas de quitosanaitogana com PEG apresentaram carga
superficial positiva e alta estabilidade coloiddlbdos o0s sistemas nanomeétricos
(lipossomos e baseados em quitosana) apresentaxantlé encapsulamento entre 78-
89%, sendo que os lipossomos induziram maior diigdou na viabilidade (51%,
P<0,05) de células 4T1. A partir dos resultadogobtfoi possivel observar que apesar
da maioria dos sistemas testados néo terem alterquessivamente a viabilidade das
células tumorais, o desenvolvimento de nanossistemapartir de componentes
moleculares encontrados endogenamente nos orgamismmo as hemacias, torna-se
promissor como tratamentos anticarcinogénicosrat®os e/ou complementares aos ja
existentes.
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ABSTRACT

Due to the high mortality rate from cancer everaryand because of the treatments
commonly used cause severe adverse effects dueitattion in healthy cells, there is
a need for the search for more specific activestagewards tumor cells as well as the
search for more efficient mechanisms of bioactivangport. In this sense the
development of structured systems in erythrocytoimes promising since these cells
can provide the framework for transport as wellpagvide peptides with antitumor
activity derived from hemoglobin hydrolysis. Themabf this study was to develop
delivery systems of antitumor hemoglobin hydrolgsasing erythrocytes as carriers
and evaluate thein vitro effects on tumor cell lines (4T1) and normal marama
(NIH3T3). The free hemoglobin hydrolysate and thgdrblysate encapsulated in
hemoglobin-based red cell mimetic systems, liposyrakitosan particles and chitosan
particles with polyethylene glycol had their chaesistics evaluated by atomic force
microscopy, scanning electron microscopy, dynamgict Iscattering and their possible
activities were tested against breast cancer aaild fibroblasts. The erythrocyte
mimetics and liposomes also showed negative surtdwege and proved to be
colloidally unstable and additionally presented nmmgetric and nanometric sizes,
respectively. The tryptic hydrolysate of free hetobg did not significantly decrease
thein vitro viability of 4T1 and NIH3T3 cells. The erythrocyte@metics in the absence
and presence of hemoglobin hydrolysate showedulaeghapes, were micrometer-
sized, displayed high polydispersity (0.66 to )l cytotoxicity against NIH3T3 cells
(17%) in the absence of hemoglobin hydrolysate against 4T1 cells in the presence
of hydrolyzed hemoglobin. All other systems presdnhanometric sizes (liposomes
and chitosan-based), polydispersity in the ran8é @ 1.0, and good colloidal stability
(= 40 to >+ 60). Chitosan and chitosan particleshwREG showed positive surface
charge and high colloidal stability. All systemsogled nanosized encapsulation rate
between 78-89%, and the liposomes induced greaeredse in viability (51%, P
<0.05) of 4T1 cells. From the results, it was obsdrthat although most of the tested
systems have not significantly altered the viapitt tumor cells, the development of
nanosystems using building-blocks endogenouslydanrorganisms, such as red blood
cells, is a promising strategy as alternative ammat complementary anticarcinogenic
treatments
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1. INTRODUCAO
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1.1 Cancer

O cancer provavelmente existe desde a origem damdade, uma vez que as
primeiras descricbes conhecidas relacionam-seas datnotas. A mais antiga descricao
conhecida de cancer humano foi encontrada em gapgipcios datados como tendo
sido escritos entre 3000-1500 a.C., os quais comtétralhes de condicbes que séo
consistentes com as descricbes modernas de caéndescrevem casos de tumores de
mama, além de relatarem que ndo existiam tratameptya esta condicdo e
recomendavam apenas 0 uso de cauterizacdo comtvmalAdicionalmente, lesbes de
cancer foram encontradas nos restos do cranio d@enommther que data de 1900-1600
a.C. Restos de esqueletos Incas encontrados no, Psruquais datam de
aproximadamente 2400 anos atras, continham anaoladak sugestivas de
envolvimento com melanoma malign®MERICAN CANCER SOCIET2012).

Hipocrates, grande meédico grego (460-370 a.C.),sexuiu reconhecer
claramente a diferenca entre tumores benignos égmoal Seus escritos também
incluiram a descricdo de canceres que envolviams/ércais do corpo, € homeou 0s
tumores os quais podiam ou nao evoluir para uléerapmo doenca de Karkkinos
(nome grego do caranguejo). No curso da histéridicos de Constantinopla, Cairo,
Alexandria e Atenas explicavam a causa do cancao@@ndo resultado de um excesso
do que denominaram bilis negra (KARDINAL & YARBR@979).

A partir do século XV, com o avan¢o nos conhecimentle anatomia e
fisiologia do corpo humano, ocorreram avancgos amrgias e o0 desenvolvimento de
terapias racionais baseadas em observagfes clibigeente o século XVI, perdurou a
teoria da bilis negra, apesar de ter ocorrido segpaento de uma série de cremes e

pastas contendo arsénio para aplicacéo local (KARDRI& YARBRO, 1979).



O advento das autépsias, ampliando a visao a tegpeisistema circulatorio; e
a descoberta do sistema linfatico, no século X&thrretaram no fim da teoria da bilis
negra como a causa do cancer. Dessa forma, sumgguneva teoria que sugere as
anormalidades no sistema linfatico como a princgaalsa de cancer. O tumor surgia
localmente como uma massa rigida, em crescimeettjosesse nao tratavel com
drogas, e deveria ser removido com todos os segaséintos” (OLSZEWSKI, 2010).

No século 18, foram dados o0s primeiros passos ramosurgimento da
oncologia experimental, a qual foi seguida por owitnédicos desde entdo, sempre
visando a busca por melhores diagndésticos, proigondsttratamentos e compreensao
das causas do céancer. Nesse periodo, também feridmgque alguns céanceres
poderiam ser curados por cirurgia e foram descriiéodos pelos quais era possivel
determinar os tumores cirurgicamente removiveissaja, aqueles que eram passiveis
de remocéo caso ainda néo tivesse invadido o ted@cente (OLSZEWSKI, 2010).

A descoberta da anestesia no século XIX possibiitoealizacdo de operagdes
classicas de cirurgia como, por exemplo, a masteattotal. Além disso, com o avango
na tecnologia dos microscopios, foi possivel aizagfio de estudos detalhados sobre a
morfologia das células cancerosas o0s quais ides#in diferencas na morfologia
dessas células em comparacdo com as ceélulas nocimaiadantes que lhes deram
origem. Nessa época surgiu a patologia celulant@epassou a ser possivel avaliar a
margem cirargica apos a retirada do tumor e o pgista era capaz de dizer ao
cirurgido se o procedimento havia removido o turoompletamente AMERICAN
CANCER SOCIETY2012).

No século XX, pesquisadores sugeriram diferentesa® para a origem do
cancer, submetendo suas hipoteses para a inveéstigistematica e experimentacao.

Como resultado foi identificada a existéncia de towiagentes quimicos, fisicos e
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biolégicos capazes de levar ao desenvolvimentoéilidas cancerigenas, sendo que
neste periodo ocorreu uma melhora significativacampreensao dos mecanismos
relacionados ao crescimento e divisdo celular tiigacdo de fatores que reprimem e
ativam estes processos, bem como possibilitar avamgnificativo nas formas de
tratamento levando ao aumento da sobrevida dosrngasi

Nas ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensi@o, monvertendo-se em
um evidente problema de saude publica mundial. §afiracdo Mundial da Saude
(OMS) estima a ocorréncia, para o ano de 2030edmale 27 milhdes de novos casos
incidentes, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes degas vivendo com algum tipo de
cancer (INCA, 2011).

Atualmente, a palavra cancer € utilizada para dasigm conjunto de mais de
cem doencas que possuem em comum pelo menos dn@e8T desordenado de
células, que invadem tecidos e 6rgdos (INCA, 20A%)causas de cancer sdao as mais
diversas, sendo estas externas, referindo-se ageriale aos habitos ou costumes
proprios de uma sociedade, ou internas, as quaismamria das vezes sé&o
geneticamente pré-determinadas, como erros em isguasde reparo que podem estar
relacionados a capacidade do organismo de se @efdad agressdes externas (INCA,
2011).

Neoplasia, conhecida popularmente como tumor, spomde a uma
proliferagcdo anormal do tecido, que evade parcial t@talmente ao controle do
organismo e tende a autonomia e a perpetuacdo, efeitos agressivos sobre o
hospedeiro (PEREZ-TAMAYO, 1985; COLLINS®t al, 2000). Tumores em geral
apresentam uma densidade vascular diminuida engdcelaos tecidos normais
(HANAHAN et al, 2011). Os tecidos tumorais possuem numero ggtiifo deshunts

(desvios sanguineos) arteriovenosos. Esslmsnts sdo responsaveis pela menor
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resisténcia ao fluxo, e facilitam a passagem doletaangue do suprimento arterial para
a drenagem venosa sem a passagem por capilaresresnsy(FERREIRA, 2006). Esta
caracteristica tem sido levada em consideracaomargeras abordagens terapéuticas.
O tratamento de patologias neoplasicas tem sidoeadas atualmente
principalmente em cirurgia, quimioterapia e radiapéa. Contudo, essas intervencoes
nao sdo seletivas para as células tumorais, atiogambém muitas células normais e
levando a severos efeitos adversos, que resultamdesfiguracdo do paciente,
alteracbes gastrointestinais e alopecia (ALVES al, 2004). Sendo assim, 0
desenvolvimento de formas alternativas de tergpaas o tratamento de neoplasias faz-
se necessario no intuito de melhorar as formasesaignais de tratamento, visando a
minimizar efeitos adversos o que reflete em umahareualidade de vida dos
pacientes. Nesse sentido, grandes avancos tempsgkiveis com a utilizacdo da

nanobiotecnologia.

1.2 Nanobiotecnologia e o cancer

A nanotecnologia relaciona-se ao entendimento,oatrae e a exploragéo de
materiais e sistemas cujas estruturas e componepessentam propriedades e
fendbmenos fisicos, quimicos e/ou biolégicos que sgaificativamente novos e/ou
modificados devido a sua escala nanométrica (1) (NSF, 2012). Quando a
nanotecnologia € aplicada nas ciéncias da vida,ebeeca denominacdo
nanobiotecnologia, onde uma de suas vertentes buscacipalmente o
desenvolvimento de novos farmacos, bem como o desémento de sistemas
eficientes e especificos na administracdo de meictos drug delivery systemsu

sistemas de entrega de drogas).



Nas Ultimas décadas tém crescido consideravelmenténteresse pelo
desenvolvimento de sistemas de liberacdo susteetasdrega de farmacos, devido a
necessidade de medicamentos seguros e capazesgieatlvo, minimizando assim
os efeitos adversos. Estes sistemas, em geralppseleutilizados para proporcionar a
entrega dirigida (celular ou tecidual) de farma@asnentar o tempo de permanéncia na
circulacao de forma que sua dose se mantenha dinjamela terapéutica e aperfeicoar
a biodisponibilidade. Além disso, os sistemas deega podem ser adaptados para
proteger 0s agentes terapéuticos contra a deg@degaimatica, por exemplo,
nucleases e proteases (&tal, 2002). Alguns sistemas podem ainda extravasarést
do endotélio em sitios inflamatérios, epitélio, tres e penetrar em microcapilares
(SINGH & SINGH, 2009).

Os sistemas de transporte de farmacos sdo basesdoduas principais
estratégias de entrega: ativo ou passivo. No sisteassivo o farmaco é carreado por
transportador biocompativel o qual circula pelaamte sanguinea e sao acumulados
dentro do tumor por meio do efeito de permeabikdadetencdo aumentadmlanced
permeability and retentio(EPR)) (GANTAet al, 2008). No sistema ativo o carreador
possui conjugado a ele um ligante o qual reconlesgeecificamente marcadores
expressos pelas células que se pretende atingiibedacdo do farmaco no alvo
especifico ocorrera em resposta a algum estimuyecéixo seja ele biolégico ou
externo (GANTAet al, 2008).

Atualmente, existem diversos sistemas de transgoemrtrega de ativos, desde
conjugacdo com macromoléculas solluveis (tais comticapos monoclonais,
polimeros sintéticos, polissacarideos e polimeabgrais biodegradaveis) ou estruturas

mais complexas constituidas por multicomponenteklimdo micro- e nanocpsulas,



micro- e nanoparticulas, lipoproteinas, lipossoma@é mesmo hemacias (GUPEA

al., 2010)

1.3 Hemaéacias

Hemécias, também conhecidas como gldbulos vermealhoaritrocitos, foram
provavelmente observadas pela primeira vez ao suomo em 1658, pelo naturalista
holandés, Jan Swammerdam (1637-1680). Em 1665¢ anicroscopista holandés,
Anton van Leeuwenhoek (1632-1723), descreveu oriama& forma das hemacias e
compds a primeira ilustracdo (HAJDU, 2003).

As hemacias sdo células que fazem parte da cogdtitdo tecido sanguineo.
Sao originadas na medula 6éssea mieloide a partbehldas precursoras denominadas
proeritroblastos por meio de um processo denomiredmpoiese (ROZENBERG,
1997). Apds sucessivas divisdes celulares inicia{gecesso de maturacado das ceélulas.
As hemacias completamente formadas sao liberadasomante sanguinea onde
permanecem circulando no organismo por aproximademk20 dias (BECK, 1991).
Apés esse periodo, estas células sdo sequestradamagrrofagos e degradadas
principalmente pelo baco e figado (COTTER, 2001).

Estudos envolvendo hemacias tém sido realizadosdemrsas areas do
conhecimento, incluindo biologia, medicina e veiéria. Por esse motivo, muitos
relatos descrevem as formas e dimensdes tipicasvalosis para hemacias de diversas
espécies (HARTMAN, 1964; BENGAL al, 2000). Na maioria dos mamiferos (exceto
camelideos - elipsoidais), as heméacias circulantssindividuos adultos sdo discos
bicbncavos anucleados, com medidas de diametrooreéehlumes variados (Figura 1).
Possuem membrana plasmatica formada por dois canfgmmoleculares principais:

proteinas e lipideos, principalmente fosfolipidea®lesterol, os quais sdo responsaveis
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pela alta plasticidade dessas células, e citoplaglmaem hemoglobina. As hemécias
possuem como principal fungcdo o transporte del@® pulmdes para os tecidos e de
CO, produzido nos tecidos de volta para os pulmbesiatmlo-se um sistema de

transporte altamente especializado.

Figura 1. Imagens topograficas tridimensionais de hemaatadifgrentes espécies de
mamiferos obtidas por microscopia de forca atorfitéA) em modo contato. Bovina
(A), camundongo (B), coelho (C) e humana (D). Aag£6,6 um x 26,6 um.

Nesse sentido, estudos referentes a fisiologia aloensaracteristicas estruturais
de hemacias tém possibilitado a oportunidade dézaitas como sistema de
armazenamento e liberacdo de agentes bioativos.ifistesse se deve ao fato destas
células apresentarem a capacidade de circularopord corpo, podendo direcionar a
droga para o sistema reticuloendotelial; bioconhdatade, diminuindo assim a
toxicidade; imunogenicidade baixa; cinética derbigdo de ordem zero, na qual a droga
€ liberada gradativamente; biodegradacdo, sendwinallo pelas vias metabdlicas

normais pelo baco e figado; e facilidade de pre@aradevido ao seu facil isolamento e
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uma maior quantidade de droga que pode ser enedpsaim um pequeno volume de
células (GOTHOSKAR, 2004; SAEt al, 2011; SHASHANK, 2011).

Devido a estas caracteristicas, hemacias possuanadegpotencialidade para
realizar o transporte e entrega de drogas (CENHI, 2011). Diversas drogas ja foram
encapsuladas em estruturas de hemacias dentresédiasa dexametasona (OGIO8O
al., 1989) e a insulina (BIRBt al,, 1983).

Dessa forma, as hemacias tornam-se grandes caxligetra realizar o
transporte de peptideos bioativos oriundos de gdaat animais, como por exemplo,

antitumorais, analgésicos, antibiéticos, horméniasjnas, dentre outros.

1.4 Lipossomos

Outra classe de sistema de entrega de ativos os @oaem armazenar
principios ativos antitumorais sdo os lipossomapossomos sdo vesiculas esféricas
constituidas por uma ou varias bicamadas concastiipidicas que isolam um ou
varios compartimentos aquosos internos do meio rrext§ TORCHILIN, 2005),
podendo ser utilizados para carrear compostostdesza hidrofébica ou hidrofilica.

Os lipossomos possuem suas propriedades fisicagineicgs como carga,
permeabilidade e hidrofobicidade baseadas nastedsdicas dos fosfolipideos os quais
podem ser naturais ou sintéticos. A maioria dassBpmos sdo biologicamente inertes e
biocompativeis (TORCHILIN, 2007; MALAMt al, 2009). Os lipossomos que contém
apenas uma unica bicamada lipidica em torno do agimgnto aquoso interno sao
classificados como unilamelares e 0s que apresert@mamadas mdultiplas séo
denominados multilamelares (Figura 2). Quanto awatdno, as vesiculas unilamelares
podem ser pequenas ou grandes, sendo caracterzagaslipossomos unilamelares

pequenos e lipossomos unilamelares grandes. Asepasguvesiculas unilamelares
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possuem cerca de 100 nm, enquanto que as grarsleslas unilamelares apresentam
tamanho variando entre 200-800 nm. J& os lipossoma$ilamelares variam em
tamanho de 500 a 5000 nm e consistem de variasmadas concéntricas

(TORCHILIN, 2005).

Figura 2. Representacdo de lipossomos. (A) Lipossomo unilamgB) Lipossomo
multilamelar.

1.5 Nanoparticulas Poliméricas

Ainda como sistemas de armazenamento e transpertatizbs antitumorais
existem uma ampla gama de nanoparticulas, dentrguas se encontram as
poliméricas. As nanoparticulas constituidas porinpeios biodegradaveis tém sido
utilizadas para liberacdo de drogas devido a sua hlocompatibilidade e
biodegradabilidade. Os polimeros utilizados parsedeolvimento e a sintese desses
nanossistemas podem ser de origem sintética ouahdilesse sentido, a utilizacdo da
quitosana, um polimero natural derivado de condeasrustaceos, como caranguejos,
camardes e lagostas (TIYABOONCHAI, 2003).

A quitosana é um polissacarideo modificado obtiela IN-desacetilacéo parcial
da quitina, sendo um biopolimero natural. Quitosana sido utilizada na formulacéo
de nanodispositivos para a entrega de farmacoslalewo fato de ser hidrossolavel,

apresentar biocompatibilidade, ser biodegradaueki@ e de baixo custo, além de
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apresentarem cargas positivas. Adicionalmente,ospiiia tem sido utilizada na

formulacdo de sistema visando a entrega de dragast @l, 2009).

1.6 Peptideos bioativos

Os ativos utilizados como farmacos em diversasniatedes terapéuticas,
incluindo o tratamento do céancer, podem ser claasibs quimicamente ou
funcionalmente e a sua escolha constitui um passolamental nas abordagens
quimioterapéuticas. Dentre os compostos que verhosestudados visando a inimeras
aplicacdes biomédicas podem ser citados os peptitaptideos sdo polimeros curtos
formados por mondmeros de aminoacidos unidos entper ligacdes peptidicas. Os
peptideos de origem animal podem ser obtidos & plarttecidos, secrecdes cutaneas,
glandulas, peconhas e sangue, ou derivados de spoxeale hidrélise parcial de
proteinas.

A partir do sangue de diversos mamiferos, dentes el humano, tem sido
proposto que a hemoglobina desempenha um papelcesdsea formacéo de peptideos
endogenos (KERELINet al, 1995; IVANOV, et al, 2000; 2005). Dentre eles se
encontram alguns peptideos com bioatividade codheaomo antimicrobiana
(PARISHI et al, 2001; LIEPKEet al, 2003), analgésica (TAKAGHt al, 1982), opidide
(BRANTL et al, 1986) e antitumoral (SONG, 2012).

Peptideos oriundos da hidrolise da molécula de pbma exibem uma
variedade de atividades fisiologicas sendo que deitoe sao realizados
predominantemente ao nivel de tecido e célulag tanvitro quanto in vivo. Dentre as
potenciais atividades que podem ser exploradasatentiento contra células tumorais

estdo, inibicdo da proliferacdo celular e inducé@o aitdlise. Dessa forma, esses
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peptideos possuem potencial para serem utilizadaggulacdo do niumero de células

do tumor (IVANOV, et al, 2000).

1.7 Hemoglobina

A estrutura da hemoglobina é a mesma na maior padevertebrados, sendo
formada por duas cadeiase duas cadeia’ constituindo aproximadamente 98% do
conteudo proteico intracelular das hemacias. Aesentle hemoglobina nas hemacias é
concluida antes da degradacao ribossomal, durarfiey @lo desenvolvimento dos
reticulocitos (hemacias imaturas). Hemacias mademdsem processo de exocitose
nuclear (perdem seus ndcleos) e perdem todos ogarbmentos intracelulares
permitindo maximizar o espaco disponivel para hdalga intracelular acumulada
(NYBERGet al, 1997).

Interessantemente, ha pelo menos 40 anos a li@raientifica reporta a
presenca de peptideos bioativos oriundos de fragsmdormados a partir da hidrélise
parcial das cadeiase p da hemoglobina.

O primeiro peptideo com atividade biologica de rior de horménio de
crescimento, gerado a partir da hemoglobina, fecki® em 1971 por SCHALLY e
colaboradores. Desde entdo, dezenas de outrosigeptbioativos foram descritos a
partir de hemoglobina de mamiferos aos quais foadrbuidas as mais variadas
fungBes, tais como analgésica (TAKA&H al, 1982), antimicrobiana (PARISEt al,
2001; LIEPKE et al 2003), estimulante de crescimento bacteriano (ZHA@96),
opibdide (SONGet al, 2012) e anticancer (SON&, al, 2012).

Dessa forma, as hemacias podem fornecer componemtiesulares os quais
podem ser utilizados para a formacgdo de dispositd® transporte (hemacia vazia),

bem como geracdo de peptideos bioativos endégdmd®lisado de hemoglobina),
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para a aplicacao terapéutica no organismo alvtysive para terapéutica dos diversos

tipos de cancer (Figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo da utilizacdo de heméomm® fornecedor de componentes
moleculares e para aplicacao terapéutica.
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2. JUSTIFICATIVA
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Anualmente, milhares de pessoas no mundo vao & &ftimas dos mais
diversos tipos de céancer. Os tratamentos frequemienutilizados como a cirurgia,
quimioterapia e radioterapia causam efeitos adsesseeros devido a sua atuacao sobre
células sadias, uma vez que os medicamentos naseapam seletividade, ou seja,
afetam além das células tumorais, células sadiasrglenismo (MEDEIROS, 2011).
Com base nisso, faz-se necesséria a busca por agentes ativos, bem como a busca
por mecanismos de armazenamento, transporte @dé®mais eficiente que visem
diminuir ou mesmo eliminar esses possiveis efaithversos.

Nesse sentido, a utilizagdo de hemécias como umma eetratégia para o
tratamento do cancer torna-se bastante promisgoiaessas células além de atuarem
como transportadores naturais, dentro do organismioda sdo constituidas
majoritariamente por hemoglobina, molécula estaza®e gerar peptideos antitumorais
endogenos. Sendo assim, dispositivos antineoptasiaseados em hemacias poderéao
apresentar uma biocompatibilidade alta e imunogésdle baixa; poderdo ser
direcionados dentro do sistema reticuloendotgdassibilitaréo a liberagdo gradativa da
droga; permitirdo a biodegradacdo; e isto tudoc@a@do a facilidade de obtencéo e
preparacdo, uma vez que essas células sdo enesntead grande quantidade no
organismo; quando comparados a outros sistemalseladdo de drogas.

Para tal, é necesséario desenvolver estudos visandaracterizacdo dessas
células antes e apds o esvaziamento, bem comovidbgEnmecanismos de obtencéo
de peptideos derivados de hemoglobina, os quadnstgstados quanto a possivel
atividade anticancer para que as condicbes sebstasn sejam encapsuladas em
hemacias ou em vesiculas derivadas de hemaciasqparas mesmos possam ser

transportados e liberados de forma sustentadagamismo alvo.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral
Desenvolver sistemas de liberacdo e entrega delismblos de hemoglobina
antitumorais utilizando hemacias e avaliar seustosfesobre linhagens de células

tumorais e normais de mamiferosyitro.

3.2 Objetivos Especificos

->Obter peptideos com atividade antitumoral por nagohidrolise a partir de
hemoglobina;

- Investigar formas de aprisionamento de hidrolisadi® hemoglobina em
miméticos de hemécias;

—->Desenvolver sistemas de transporte e liberagcaadielibados de hemoglobina
antitumorais baseados em miméticos de hemacias;

- Caracterizar a estrutura das hemacias intactastretieas formadas apos o
esvaziamento das mesmas quanto ao tamanho, farargade superficie;

—Investigar metodologias de aprisionamento de hshdbs de hemoglobina
antitumorais em sistemas de liberacdo baseadosieticos de hemacias;

—->Comparar o0 sistema de transporte baseado em heméoia sistemas de
transporte de base lipossomal e polimérica;

—>Analisar os efeitos dos sistemas de liberacdo sabrabilidade de linhagens

celulares de cancer de mama (4T1) e normal (NIH3m3jtro.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Equipamentos, Materiais e Reagentes utilizados

4.1.1 Equipamentos:Agitador magnético (IKA RH Basic 2- Japdao); Agibad
de Tubos (Vortex-Genie); Balanga Analitica (DENVERtrument Company - AA 200,
EUA); Camara de Neubauer (C. A. Hausser & Son, EUZgntrifuga refrigerada
(Quimis); Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia HPLC (Shimadzu, JAP);
Espectrofotdmetro UV/Vis; Extrusor (Avanti Polarplds, EUA); Estufa (THERMO,
Scientific - USA); Fluxo Laminar Unidirecional (CM12, Brasil) Leitora de
microplacas (Biotek, EUA); MALDI-TOF/MS UltraFlex Il (Bruker Daltonics);
Metalizador de amostras (Balzers, Liechtensteirirédcopio de luz invertido (Unico,
EUA); Microscépio de forca atbmica (Shimadzu, JAR)croscopio eletrdnico de
varredura JSM 700-1F (JEOL, Japéo); Rotaevaporé@8ochi - Suica); Nano ZetaSizer

(Malvern, ING).

4.1.2 Materiais: Baldo para rotaevaporacdo Kimble/ Kontes (Fislugertfic,
EUA); Coluna Semipreparativa de fase reversa (NgJ; Criotubos (tpp, ALE); Filtro
Amicon Ultra 100 kDa (Millipore, EUA); Frascos delwra (tpp, ALE); Garrafas de
cultura 25 crhe 75 cr (tpp, ALE), Laminulas de vidro (Perfecta, BRA); Mieranas
de poros de 0,22m (tpp, ALE); Placa de MALDI do tipo MTP Massive r(E&er
Daltonics, ALE); Placas de 96 pocos de fundo cifige, ALE); Seringas 1,0 e 5 mL;
Microtubos tipo eppendorf de 0,6, 1,5 e 2,0 mL (dery, EUA); Tubos tipo Falcon de

15 e 50 mL (tpp, ALE).

4.1.3 ReagentesAcetonitrila (Sigma-Aldrich Co., EUA); Acido acét (Vetec
Quimica Fina Ltda, BRA); Acido trifluoroacético (Bna-Aldrich Co., EUA); Acido

alfa-cyano-4-hidroxi-cinanimo  (Bruker Daltonics, B); Anestésico Quetamina
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(Synteh, EUA); Anestésico xilazina (Bayer, EUA); thidtico (Penicilina e
Estreptomicina) (Gibco, EUA); Azul de Tripan (Sigiakdrich Co., EUA); Cloreto de
Sodio (Merck, ALE); Coquetel de Inibidor de Protms(Amresco EUA);
Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich Co., EUA); IGroférmio (JTBaker, EUA);
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's); Metanol (JTBark EUA); Hemoglobin
(Merck, ALE); MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,8iphenyltetrazolium bromide
(Invitrogen, EUA); PEG 2000 (Polietilenoglicol, $ig-Aldrich); Quitosana (Sigma-
Aldrich); Tripolifosfato de Sddio (TPP, Sigma-Aldh); Soro fetal bovino (Gibco,
EUA), Tampéo fosfato-salina (PBS) (Laborclin, BRAY)jpsina (Sigma-Aldrich Co.,

EUA), Tripsina-EDTA (0,25 e 0,02%) (Gibco, EUA)

4.2 Obtencéo de Sangue

4.2.1 Coleta de sangue dos animais

Camundongos Balb/C, fémeas com 2-3 meses de ittade) acondicionados
em gaiolas e mantidos em condi¢cbes controladasude(diclo de 12 horas de
claro/escuro), temperatura (23°C) e umidade (58%Biotério do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade de Brasilia. Antes doigu® experimental, os animais
receberam agua e racaa libitum

Os animais foram anestesiados utilizando a comémade duas drogas: 70 pL
de quetamina 10 % (Dopalen) e 40 uL de xilazing Aasedan). Sangue periférico foi
coletado por meio de puncao cardiaca. Em todoasmsco sangue coletado (1 mL) foi
imediatamente adicionado a um tubo contendo solagéicoagulante, 0,1% de &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Aliquotas @mgue foram mantidas a 4°C por até
no maximo 24h até o uso. O projeto foi desenvolwidm a aprovagédo pelo comité de

ética do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Ursidaide de Brasilia.
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4.3 Mecanismo de esvaziamento das hemécias

4.3.1 Retirada do soro

Um mililitro de sangue foi submetido a processaeetrifugacdo a 12§ a 4°C
por 10 minutos, e aproximadamente 400 pL de soranforetirados e descartados.
Posteriormente, 600 pL gelletforam lavados com tampéao fosfato de sodio (PBS) 10
mM, e submetidos novamente a processo de centtéioga 12@ a 4°C por 10 minutos
e 0 sobrenadante descartado, sendo o procedinegetdo duas vezes, sendo deixado

um volume final de aproximadamente 800 pL.

4.3.2 Esvaziamento das hemacias

Os 800 uL de plasma lavados com PBS foram dividansjuatro aliquotas de
200 pL. A cada aliguota foram adicionados 800 pkalecdo hipoténica em diferentes
concentracdes de cloreto de sddio (NaCl), 0,25%09%,e 0,75%, e deixadas incubando
por 10 minutos a 4°C. No grupo controle, a umaal@giotas foram adicionados 800
puL de agua ultrapura. Em seguida, as amostras feseametidas a centrifugacdo a 120
g & 4°C por 5 minutos. Os sobrenadantes foram dalgta submetidos a avaliagéo por
espectrofotometria de absorcao. @lets contendo as estruturas obtidas a partir do

esvaziamento foram armazenados a 4°C por 72 h.

4.3.3 Avaliagéo indireta das hemécias

Depois de submetido ao processo de lavagem 1®|pladma foram incubados,
em uma placa de 96 pocos, com 190 pL de agua, RBSiferentes solucdes
hipotbnicas em diferentes concentragbes de Na@o®,6u 0,75% e monitorados
durante 2 horas por espectroscopia de absorcd@mmericnento de luz visivel (630

nm).
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4.3.4 Quantificacdo de hemoglobina liberada

A quantificacdo da hemoglobina liberada foi real&apor avaliacdo
espectrofotométrica de absorcdo nos comprimentdst@enm (desoxihemoglobina) e
580 nm (oxihemoglobina). Para o calculo da coneeat final considerou-se o fator de

diluicdo, quando necessério.

4.4 Peptideos antitumorais

4.4.1 Obtencgédo dos peptideos

Hemoglobina obtida a partir do esvaziamento dasabe&s com as diferentes
solugdes salinas, descritas anteriormente, foi stidema variacdo de pH e processos de
hidrolise enzimatica visando a obter possiveis igeps com atividade bioldgica
antitumoral.

O processo de hidrélise por variacdo de pH foiizadb utilizando solu¢des de
pH 2 (cloreto de potassio (KCl) 0,2 M e &cido aado (HCI) 0,2 M) e pH 12 (cloreto
de potéassio (KCI) 0,2 M e hidroxido de sddio (0,2 NaOH). Foram adicionados 20
pL da solugéo de pH béasico ou &cido em 80 pL daa@id contendo hemoglobina.

O processo de hidrélise enziméatica foi realizadibizahdo trés diferentes
endopeptidases imobilizadas tripsina, V-8 e pepShexrmo Scientific. A tripsina cliva
as ligagbes peptidicas no C-terminal dos residuwss aininoacidos basicos lisina e
arginina; V-8 cliva ligacbes peptidicas no C-terahidos residuos dos aminoé&cidos
acidos aspartico e glutamico; e a pepsina clivdepracialmente o C-terminal de
residuos aromaticos.

Inicialmente, 10 pL da enzima imobilizada foramcazhados em 200 pL de
tampéao bicarbonato de amoénio 100 mM, pH 8,2 e ac8ol contendo a enzima foi

entdo centrifugada sendo o sobrenadante descartadmtuito de retirar o inibidor
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enzimatico, o procedimento foi repetido 3 vezest@&mrmente, 10 pL de cada enzima
imobilizada foram adicionados a 90 uL da aliguatatendo hemoglobina em 90 uL
tampao bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8,2 por.7&pds esse periodo as amostras
foram submetidas a processo de centrifugacédo pank 120g e o sobrenadante livre
de enzimas foi recolhido e congelado a -80°C aig00

Os peptideos obtidos foram submetidos a técniceratatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), tivesaias fragOes coletadas manualmente
e posteriormente avaliadas em ensaios de viabdidzdular. Essas fragoes foram
analisadas por meio de espectrometria de massa MAOP visando a determinacdo

da massa molecular exata e identificagcado dos coempes moleculares.

4.4.2 Espectrometria de massa

Aliquotas das amostras totais obtidas pelo esvaritomas células, bem como
as submetidas aos diferentes processos de hidedidenatica foram co-cristalizadas
com uma solucdo saturada de matriz constituidégdo alfa-ciano-4-hidroxicindmico
(1:3, v/v) ou 1,5-diaminonaftaleno (DAN), deposdaacem uma placa do tipo MSP 96
com 53 x 41 mm e deixada secar a temperatura atab{@a componentes tiveram suas
massas moleculares determinadas utilizando um te8petro de massa MALDI-TOF
MicroFlex (Bruker Daltonics, Alemanha) com calibfiacexterna sob modo linear na
faixa de m/z 2000-20000; e um espectrometro de anlsigs DI-TOF/TOF UltraFlex
[Il (Bruker Daltonics, Alemanha) com calibracdoexia sob modo refletido e positivo
na faixa de m/z 100-1000 e 600-4000, e realizamdogglimento de MS/MS em modo
LIFT™, visando a fragmentacdo de fons precursores gerasdectros 0s quais

apresentaram informacdes relacionadas a sequéacemihoécidos que compde o
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peptideo, e ISDirf-source decaypu decaimento de ions na fonte) que corresponde a

um processo de fragmentacdo que ocorre na foritnde

4.4.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia emdse reversa - RP-HPLC

Hemoglobina hidrolisada enzimaticamente foi subdaeta procedimento de
fracionamento utilizando cromatografia liquida dta aficiéncia em fase reversa (RP-
HPLC) em um equipamento HPLC Shimadzu LC-6AD/SPB-RIap&ao). As amostras
liofilizadas foram ressuspendidas em 1 mL de solu@d% de acido trifluoroacético
(TFA) e 300 uL foram injetadas em uma coluna sespi@rativa NST Nano Separation
Technology Gs 250 x 10 mm, 0,5 um. As fracdes foram eluidasgsabiente linear de
acetonitrila em 0,1% de TFA variando de 0 a 95% #omo continuo de 1 mL/min. A
leitura foi monitorada a 216 e 280 nm e as fragcGefetadas manualmente.
Posteriormente, as fragbes foram secas em sisgpe®l vaccume mantidas a -20°C.
Posteriormente, as fragbes foram ressuspendida%eml de agua nanopura e

analisadas por espectrometria de massa conforrogtdesteriormente.

4.5 Miméticos de heméacias
Para a formulacdo dos miméticos de hemacias fatdimados dois protocolos.
Para o protocolo 1 foram utilizadas as estruturasnddas a partir do
esvaziamento das hemacias, onde estas foram nmptid®6 h a 4°C. Posteriormente,
400 uL das estruturas foram incubadas com 400 piLadidrolisado de hemoglobina
liofilizados, por 30 minutos, a temperatura amleeim seguida, foram adicionados
400 puL de PBS a 100 mM para o fechamento e subseqselamento dos poros

transientes formados nas vesiculas expostas prentaras condigdes hipotonicas.
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Para o protocolo 2, 800 uL de sangue foi centriloga 120g a 4°C por 10
minutos e o soro foi descartado. Posteriorment8, |80 do pellet foram transferidos
para um microtubo de polipropileno e foram adicawswa 500 puL de PBS 100 mM,
centrifugado a 12@ a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante foi destariam seguida,
foi adicionado 2 mL de NaCl 0,5%, homogeneizadmdaaente e centrifugado a 120
g a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante descarag@artir do pellet, 25 puL foram
adicionados a 975 pL de NaCl 0,5%. Depois, 500 orarh separados e a ele foram
adicionados 200 pL dos peptideos diluido em agwmapuira, na concentragdo de 4,09
png/mL, e 300 pL de PBS hiperténico 50 mM, para #géo do mimético de hemécia
com peptideo. Para o mimético de hemacia sem ddpeptoram substituidos os 200
uL do peptideo por agua ultrapura. Por fim as ameg$bram incubadas a 37°C por 15

minutos.

4.6 Lipossomos

As heméacias também foram utilizadas para a obtetedipideos (fosfolipideos
e colesterol) naturais presentes nas membranas.adigsn apds o processo de
esvaziamento, foram congeladas em nitrogénio ltgaitofilizadas, obtendo-se um p6
de “fantasmas de heméacias” (hemacias esvaziadasaldoi armazenado a 4°C até o
uso. Para extracdo dos lipideos presentes nas measbseguiu-se as seguintes etapas:
22,5 mg de p6 de membranas de hemacias foi pesaddatanca analitica e
ressuspendido em 500 pL de agua ultrapura formant solugdo homogénea. Em
seguida foram adicionados 625 pL de cloroformid)0LRL de metanol, 625 pL de
cloroféormio, 625 puL de 4gua, a adicdo de cada mtdvéni seguida de agitagdo em
vortex por 5 minutos e por fim a amostra foi cdagada por 3 minutos para a

separacdo da fase de cloroférmio (organica) cootersllipideos. A fase organica,

25



contendo os lipideos, foi coletada e acondiciorsadaim balédo de vidro. Em seguida, a
amostra foi submetida a rotaevaporacdo por uma karsbanho a 40°C e pressao de
207 Pa, para evaporacdo do cloroférmio e conseguemte formacdo do filme
lipidico. Para o desprendimento do filme foi adigido 1,5 mL de peptideos em
solucéo salina 0,5% a uma concentracao de 3,26Luglevado a agitacdo em vortex.
Para a diminuicdo do tamanho das vesiculas a anfmstsubmetida a processo de
extrusdo em membranas de 100 nm. A determinacéfordza, do tamanho das
vesiculas, do indice de polidispersividade e dgeacde superficie foram realizados por

microscopia de for¢a atbmica, espalhamento deihémdco e potencial zeta.

4.7 Nanoparticulas de Quitosana

Particulas de quitosana foram preparadas utilzandécnica de geleificacao
ibnica descrita por CALVO e colaboradores (2007araPo desenvolvimento das
particulas primeiramente foi preparada uma soldeéacido acético 0,004 m@dl pL de
acido acético em 4 mL de agua ultrapura), a edsg&mforam adicionados 5 mg de
guitosana e essa foi agitada magneticamente pords ta temperatura ambiente. Em
seguida a solucao foi filtrada em filtros com pades,22 pm.

Uma solugédo contendo 4 mg de Tripolifosfato dei®¢@PP, Sigma-Aldrich)
foi dissolvido em 2 mL de &gua ultrapura. Por fiaitransferido para um béquer 2 mL
da solucdo de quitosana filtrada, 9,8 mg/mL deigep e 500 pL de TPP pipetado
gota a gota de forma lenta e constante, sob agitaggnética. A solucdo permaneceu
sob agitacdo por 45 minutos formando as particudas.particulas vazias foram

desenvolvidas seguindo os mesmos passos sem a ddig&rolisado de hemoglobina.
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4.8 Nanoparticulas de Quitosana e PolietilenoglicOPEG)

As particulas de quitosana-PEG foram desenvolhddgsindo a mesma técnica
de geleificacdo ionica descrita anteriormente, samee o polietilenoglicol (PEG) foi
adicionado a uma concentracdo de 9,8 mg/mL na&olfigal apos a adicdo do TPP.
As nanoparticulas vazias foram desenvolvidas sdgus mesmos passos sem a adicao

do hidrolisado de hemoglobina.

Tabela 1.Nomenclatura utilizada para os sistemas desermadyi

Nome Descricdo

Mimético Hemécia

Mimético-Pep Hemacia e hidrolisado de hemoglobina

Lipossomo Lipideos extraidos de membranas de hemacias

Lipossomo-Pep Lipideos extraidos de membranas de hemécias elisatto de
hemoglobina

Quitosana Quitosana

Quitosana-Pep Quitosana e hidrolisado de hemoglobina

Quitosana-PEG Quitosana + Polietilenoglicol

Quitosama-PEG-Pep Quitosana + Polietilenoglicol e hidrolisado de hgiabina

4.9 Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada paripossomos, particulas
de Quitosana e Quitosana-PEG. Para a determinagio palcentagem de
encapsulamento, primeiramente foi realizada separdgs componentes do hidrolisado
de hemoglobina ndo encapsulados, para cada am@srdipossomos com e sem
peptideos foram aplicados na parte superior dedilipo Amicon Ultra com limite de
exclusao de 100 kDa, e as suspensofes foram ceattdg a 13009 por 10 min a 4°C.
A cada ciclo foram adicionados 250 pL de soluclios8,5% para lavar os lipossomos
e otimizar a remo¢do dos componentes do hidrolisgdbemoglobina livres. Apos a
centrifugacdo, os volumes da porcao superior @ianfeo filtro foram armazenados a

4°C e -80°C, respectivamente. As particulas deoarnia e Quitosana-PEG foram
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submetidas a procedimento semelhante, contudo seht@o da solugdo salina durante

os ciclos de centrifugacéo.

4.10 Caracterizagdo estrutural das células intactas estruturas formadas apés o
esvaziamento de heméacias

4.10.1 Microscopia de forga atbmica

As andlises foram realizadas ao ar ambiente, soipemtura de ~25°C
utilizando um microscopio de forca atbmica Shima@&RM-9600 (Japdo) equipado
com um scanner com area maxima de varredura derm25125um.

Cada amostra foi depositada sobre a superficieide amtes da andlise. Apds
alguns minutos de deposicdo e seca em ambienegot Posteriormente, as amostras
foram montadas em uma moeda metalica utilizanda fitupla-face sendo
acondicionadas na base do equipamento.

O sangue total, vesiculas obtidas a partir do é&mveento das hemécias e
miméticos de hemécias foram avaliadas em modo toor{tapografia) utilizando
cantilevers integrado com ponteiras piramidais deeto de silicio com raio de
curvatura < 20 nm e constante de mola de ~0,15 8nforca constante. Foram
avaliadas areas de 1Q@n x 100pm com uma frequéncia de varredura de 1 Hz (100
u/s). Os lipossomos e particulas de quitosana edo rdimamico, utilizando cantilever
integrado com ponteira conica de nitreto de silfeicoberto com cobalto apresentado
raio de curvatura de 40 nm, constante de mola%l&lsn e frequéncia de ressonancia
de ~150 kHz, e frequéncia de varredura de 0,5 blarf avaliadas areas deifd x 10
um.

As imagens foram adquiridas em uma resolucdo dex53P2 linhas e foram

processadas para correcdo de plano de varredura coddulo off-line do software que
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acompanha o instrumento. Para cada amostra, atues$rforam medidas por meio de
segmentacdo individual utilizando o software delis@made particulas, os quais
possibilitaram a obtencdo de diversos parametrastrel eles altura. As medidas de

altura foram submetidas a distribuicdo de classes.

4.10.2 Microscopia eletronica de varredura

As analises por microscopia eletrénica de varre(MEV) foram realizadas em
um equipamento JSM 700-1F (JEOL, Japéo), no Lafdoade Microscopia Eletronica
da Universidade de Brasilia. Esfregaco de cada tamesn laminas de vidro foi
montada em suportes de aluminstupg, utilizando uma fita adesiva dupla face. Em
seguida, foi realizada secagem ao ponto critico ala®stras. Posteriormente, as
amostras foram revestidas com ouro por pulverizagiddica em Balzers - SCD 050
(Baltec, Austria) a 21°C, em aproximadamente 2,60 Pa por 180 s. Apds 0

revestimento em ouro, as amostras foram analisaiasima voltagem de 15 kV.

4.10.3 Espalhamento de luz dindmico e determinacd@m potencial Zeta de
superficie

O diametro hidrodindmico das estruturas formadaddterminado pela técnica
de espalhamento de luz dindmico (DLS) em equipaméetasizer Nano ZS utilizando
laser He-Ne (4 mW) operando a 633 nm. Foram retdz#&és medicdes, a temperatura
ambiente, pH 7,0 e a detec¢cao de dispersdo demume angulo de 173°. O tamanho
das particulas (didametro hidrodinamico), polidispaedade (Pdl), bem como o
potencial zeta de superficie das mesmas foramasbfidr meio do software de analise
do préprio equipamento.

4.11 Ensaio de atividade bioldgica
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4.11.1 Manutencao das linhagens celulares

Duas linhagens celulares, cancer de mama muriid -e4fibroblasto humano -
3T3, mantidas em nitrogénio liquido foram descoadgs. Quinhentos microlitros de
meio contendo as células foram transferidos para ganrafa de cultura de células de
60 mL contendo 5 mL de meio de cultura (89% de NIeitbecco Mem (DMEM), 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidtico penicHesdreptomicina, Invitrogen) onde
permaneceram por 24 horas para aderéncia dasceléleis. Passado o tempo, o meio
de cultura foi descartado e foram adicionados 2 delLsolu¢do de tripsina-EDTA
(tripsina, 0,25% com EDTA tetrassddico) para proemo& remoc¢do das células. A
garrafa de cultura contendo as células foi levadatafa a 37 °C e 35% de ¢@br 3
minutos, e observada ao microscopio optico inverpdra confirmar a remocdo das
células aderidas a garrafa. Posteriormente, fodinioaados 3 mL de meio de cultura
visando a neutralizacdo da acgéo da tripsina sobreghlas. A solugdo contendo as
células foi transferida para um tubo de polipramplele 15 mL e centrifugada a 7§0
por 3 min. O sobrenadante foi descartadopeltet de células foi ressuspendido em 1
mL de meio de cultura, do qual 500 foram transferidos para uma garrafa de cultura
de area 75 cfcontendo 10 mL de meio.

Durante todo o periodo experimental, as célulasrdim o meio de cultura
trocado e/ou foram tripsinizadas a cada 48 hores @atar a confluéncia das células,

mantendo assim a integridade e evitando morteazelul

4.11.2 Testes de atividade antitumorah vitro
Ensaio de viabilidade celular foi baseado no métmmorimétrico estabelecido
por Mosmann (1983), que avalia a atividade meteadtias células quantificando a

reducdo metabdlica do MTT (brometo de 3-[4,5-dietrol-2-il]-2,5-
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difeniltetrazélio) por FADH na presenca de enzimas mitocondriais, como aretoci
desidrogenase, resultando na producdo de formamaproduto de coloragdo azulada,
no interior das células.

Linhagens de células tumorais, cancer de mama muridT1 e fibroblasto
humano - 3T3, foram cultivadas, em meio de cul(8@% de Meio Dulbecco Mem
(DMEM), 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtipenicilina-estreptomicina,
Invitrogen) por 24 h em placa de 96 pocos na pimb x 16 células/poco em estufa
a 37 e 5% de CO Em cada poco, foram adicionados 50 pL (a padimthxima
concentragdo) do hidrolisado de hemoglobina liestruturas baseadas em hemacias
vazias, peptideos encapsulados em sistemas baseaddsmacias, lipossomos e
nanoparticulas de Quitosana e Quitosana-PEG. ApOls @e incubacdo, o meio de
cultura foi retirado e foram adicionados, a cadeopd50 pL de solugdo de MTT (15
puL de MTT 5 mg/mL diluidos em 13pL de DMEM completo), e deixado em estufa
por 2 h. Em seguida, a solucdo de MTT foi retiread200 pL de dimetilsulféxido
(DMSO) foram adicionados para solubilizar o fornmaza quantificacdo do formazan
liberado foi realizada pela medida da absorbareisotlicdo dos pogos no comprimento
de onda de 595 nm, em um espectrofotbmetro conjugagima leitora de microplaca
(SpectraMax, EUA).

A viabilidade celular foi determinada, em porceetag de acordo com a
equacéao abaixo, onde A € a absorbancia da amBstra,absorbancia do branco e C é a

absorbancia do grupo controle.

Viabilidade celular % =(A - B) x 10C/ (C- B)
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4.11.3 Integridade da membrana plasmatica

Integridade da membrana plasmatica foi avaliada pakaio de exclusédo por
corante azul tripan, onde as células foram contddesencialmente, sendo que células
translicidas foram consideradas com a membranmates integra e, células coradas
de azul com a membrana plasmatica lesionada. Enmidsega proporcdo de células
coradas em azul em relacdo ao numero total deaséligi determinada. Para a
realizacdo do ensaio, foram plaqueadas 5*c#ulas por poco da linhagem 4T1, em
média 24 horas apés o plagueamento, o meio foadetie, entdo, adicionou-se meio
contendo hidrolisado de hemoglobina livre, partisule Quitosana ou Quitosana Pep.
Apoés 24h de tratamento as células foram coletadasngio de tripsinizacdo e uma
aliquota de 10 uL de células foi separada a qualicionado 20 pL de azul tripan. Em
seguida, 10 pL desta suspensédo de células e gl foram adicionados a camara de

Neubauer e as células foram contadas.

4.11.4 Proliferagao celular

Apds a remocdo das células tratadas com o hiddolis®& hemoglobina livre,
particulas de Quitosana ou Quitosana-Pep da plagacutura elas foram
homogeneizadas em meio de -cultura. Dez microlitdessa suspensao foram
adicionados a 20 pL de azul tripan. Dez uL desspensdo foram depositados em
camara de Neubauer e o numero total de célulaglesrfbi determinado como descrito

na férmula a seguir:

N = n° de células / 1de quadrantes x diluicdo x™
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4.12 Andlise de perfil proteico por método Biotyper

Apdés a remocao das células tratadas com o pepliden particulas de
Quitosana ou Quitosana-Pep da placa de culturpl.X6ram transferidos para um tubo
de polipropileno.

Aos 10 pL de células foram adicionados 200 pL d& RBO mM seguida de
centrifugacdo por 3 min a 75pa £C e o sobrenadante foi descartado, visando
retirada do meio de cultura. Em seguida, 100 plbidarbonato de aménio 50 mM

foram adicionados, e as células foram foram cewgaiflas por 3 min a 750 g éCle o
sobrenadante foi descartado. Awllet foram adicionados 30 pL de agua
ultrapura para solubilizacdo dos compostos hidigge e levado a agitacdo em
vortex por 1 min, seguida da adicdo de 300 puL dactte novamente agitacéo
em vortex por 1 min, seguida de centrifugacdo @0Qf0por 1 min a 20°C. O
sobrenadante foi descartado ao maximo. Posteridenferam adicionados 10
uL de solucédo aquosa de acido formico 70% e 10quacetonitrila e pelletde
células foi homogeneizado por agitacdo em vérteggol. a amostra foi
novamente centrifugada a 1109@or 1 min a 20°C. Os sobrenadantes contendo
as proteinas foram co-cristalizadas com uma solugdtorada de matriz
constituida por acido alfa-ciano-4-hidroxicinami¢a2), depositadas em uma
placa do tipo MSP 96 com 5341 mm e deixadas secar a temperatura ambiente.
Os componentes tiveram suas massas molecularesnoetdas utilizando um
espectrometro de massa MALDI-TOF MicroFlex (Bruketonics, Alemanha)

utilizando calibracdo externa sob em modo linediana de m/z 2000-20000.
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Para cada uma das medicdes em triplicata, os espedbram
manualmente inspecionados e unificados para geidEdon espectro principal
(MSP). A partir dos MSP’s gerados foi gerado umdilegrama pelo método

padrao de criagdo MALDI Biotyper (Bruker Daltoniéd,E).

4.13 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram representados comoamédiro padrdo da média
(E.P.M.) utilizando programa OriginPro 8.0 paraenigfio de gréaficos. A determinacao
das diferencas estatisticamente significativaseens grupos foi feita utilizando o
programa PAST (HAMMER, 2001) por andlise de van@n@NOVA) com teste

estatistico de Tukey, com um nivel de significarizi@ado em P < 0,05.
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5. Resultados
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5.1 Obtencédo de material biologico para a formagade nanossistemas

5.1.1 Avaliacéo indireta da liberacdo de hemoglobandas heméacias

O monitoramento por espectrofotometria de absodg&ohemacias na presenca
de 4gua, PBS, NaCl 0,50% e 0,75% indicou alteragdesperfis de turbidez no meio
(Figura 4). Em &agua ndo ocorreu alteracdo naderbiuma vez que essa se manteve
baixa e constante durante todo o periodo de manitnto, indicando assim uma
possivel lise celular instantanea. J& em PBS, NB&0% e 0,75% ocorreu uma
diminuicdo da turbidez apos as 2 h de incubacd@icando assim a presenca de células

alteradas e possivel liberagdo de hemoglobina.
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Figura 4. Perfil indireto de liberacdo da hemoglobina pelam#&cias quando na presenca de
diferentes concentracdes de NaCl (0,50 e 0,75%% 8B dgua monitorada por 2 horas por
espectrofotometria de absor¢cdo a 630 nm .
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5.1.2 Quantificag&o direta de hemoglobina liberaddas hemacias

Foi identificada uma maior liberagdo de hemoglolpetas células incubadas
em &gua pura (0%) e solugcédo salina 0,25%, corradoras resultados obtidos por
avaliacdo indireta das células e pelas técnicamideoscopias em alta resolugdo as
quais indicaram lise celular nessas duas condi¢@ados ndo mostrados), e uma
diminuicdo expressiva no tamanho de células incbain solugbes salina 0,50% e
0,75% como detectado pela leitura de absorban@acomprimentos de onda de 540

nm (desoxihemoglobina) e 580 nm (oxihemoglobingur 5).
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Figura 5. Liberacdo de hemoglobina das hemécias expostaferanies solu¢cdes contendo
diferentes concentracbes de NaCl (0,25, 0,50 e %), 7por 2 horas, avaliado por
espectrofotometria de absorgéo na regido do vieimeb40 e 580 nm.
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5.2 Isolamento, fracionamento e identificacdo de p#deos presentes no
hidrolisado de hemoglobina

O extrato total obtido a partir das hemacias ndom&tido a processo de
hidrélise foi analisado por espectrometria de mabtal DI-TOF permitindo a
identificagdo de ions com m/z entre 2000-20000uassgséo referentes as cadeias
da hemoglobina murina intactas, como estados maregealos e multicarregados

(duplas, triplas e quadruplas cargas) (Figura 6).
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Figura 6. Espectro de massa MALDI-TOF de extrato total dedgtabina murina obtido em
modo linear positivo na faixa m/z 2000-20000 seadsinalados ions referentes aos estados
monocarregadoV+H] " = 14971 / 15715las cadeias e p da hemoglobina (Hb) murina

e seus respectivos estados duplamente [M*2H}485 / 7859, triplamente [M+3H¥
4990 / 5240 e quadruplamente [M+41]3737 / 3929, carregados

A partir do extrato de hemoglobina total murinai@d®em solucdo salina 0,50%
e também utilizando o mesmo extrato hidrolisado tripsina foram realizadas anélises
por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF em modeéD | e LIFT,

respectivamente. A partir da fragmentacéo na fdateons do espectrémetro a partir de

amostra do extrato de hemoglobina total murinctadizmdo em placa foi possivel a
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obtencdo de uma sequéncia contendo 59 residuosmid®éridos, sequenciados
manualmente, por meio da qual foi possivel a ifleatido da cadeia da hemoglobina
(Figura 7), confirmando a liberacdo da mesma daramrocesso de esvaziamento das
hemacias. O extrato obtido pela hidrélise com imgpsia hemoglobina murina gerou
um ion de alta intensidade o qual foi fragmentadguenciado (LLVVYPWTQR) e

posteriormente teve sua identidade elucidada cemdosuma hemorfina (Figura 8).
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Figura 7. Espectro de massa da cadeida hemoglobina murina. Espectro de massa obtidmmpm de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF age
em modo ISD de amostra proveniente do lisado de&bias, sendo assinalados os ions da série c.
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Figura 8. Espectros de massa de fragmento triptico da c@dda hemoglobina murina. Espectro de massa obtidongin de espectrometria de massa
MALDI-TOF/TOF operada em modo LIFT™ a partir de fmecursor de [M+H]= 1274,8, sendo assinalados ions da série y.
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5.3 Ensaios de atividade anticancen vitro do hidrolisado de hemoglobina

Os sobrenadantes obtidos a partir do esvaziamesgocédlulas nas quatro
diferentes condicbes de liberacdo da hemoglobingosteriormente submetidos a
variacdo de pH (pH 2,0 e pH 12,0) e diferentes igded de hidrolise de enzimatica
(tripsina, V8 e pepsina), foram utilizados em teste viabilidade de células de cancer
de mama murino (4T1). Os extratos obtidos com solsalina 0,50%, hidrolisado com
tripsina, e agua digerido com pepsina apresentarara reducdo pronunciada na
viabilidade das células de cancer de mama aposd@dificubacédo, quando comparadas
as demais condi¢des (Figura 9). A diminuicdo exgivesde ~73% na viabilidade
celular nessa condicdo pode estar relacionada mpelms em parte a presenca do
peptideo hemorfina, a qual foi identificado por lm@apor espectrometria de massa
(Figura 8), uma vez que alguns trabalhos relatativedade antitumoral desse peptideo
in vitro e in vivo (BLISHCHENKO et al, 1997; 2005). Este fato foi levado em
consideragao para a realizacao de todos os dewrpesiraentos do presente estudo no
gue diz respeito ao planejamento dos desenhosimgreais.

[ JAgua
1 [C10,25%

1204 I 0,50%
1 . 0.75%

Viabilidade celular (%)

Total Tripsina V8 Pepsina pH?2 pH 12

Figura 9. Avaliacdo de viabilidade de células de cancemdma murino da linhagem 4T1 por
ensaio MTT apés 24 h de tratamento com a hemoglotital ndo hidrolisada ou com os
hidrolisados de hemoglobina resultantes de difeeeptocessos de variacdo de pH e hidrélise
enzimética da hemoglobina murina.
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5.4 Purificacéo dos peptideos derivados da hemoglob murina hidrolisada

A hemoglobina obtida por meio do esvaziamento dasdtias e submetida a
hidrélise por tripsina foi submetida a fracionaneentilizando RP-HPLC, visando a
separacao de componentes com potencial atividadaraaral. Foi obtido um total de
14 fragOes as quais foram coletadas e tiveramesapa de retengéo/concentracao de
acetonitrila identificadas e posteriormente seaasspeed vaccunfFigura 10). As
fracOes obtidas também foram utilizadas em testeiat®lidade celular em células de

fibroblasto murinho (normais) e de cancer de mamana (tumorais) como descrito a

sequir.
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Figura 10. Perfil cromatografico dos fragmentos peptidicohieimoglobina murina hidrolisada
com tripsina e eluidas em coluna semipreparativdase reversaNST Gg) sob gradiente
linear de acetonitrila (5 a 95% em 80 min) e flantinuo de 1 mL/min. Monitoramento
realizado nos comprimentos de onda de 216 nm (jpee280 nm (vermelho).

As fracBes obtidas a partir da separagdo cromdicgrdambém foram
submetidas a ensaio de viabilidade celular em a®lobrmais e de cancer de mama

murino (NIH3T3 e 4T1, respectivamente). Foram tistanove fragcbes, das 14 obtidas,
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com 0s seguintes tempos de retencdo (minutos)8283R2; 40,2; 44,0; 48,3; 49,39;
52,9; 56,5 e 58,5.

Todas as nove fragOes apresentaram reducéo semeetteaviabilidade celular
das duas linhagens celulares (4T1 e NIH3T3), sej@oa fracdo 6 induziu uma maior
reducdo da viabilidade de células 4T1. Contudos apéeparacdo cromatogréfica ndo
foi obtido uma diminuicdo tdo expressiva na viaitle celular quanto a obtida pelo

hidrolisado de hemoglobina (Figura 11), sugerintura tipo de efeito aditivo ou

sinergistico.
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Figura 11. Avaliacdo de viabilidade de células de fibrolmasnurinos normais (NIH3T3) e de
cancer de mama murino (4T1) pelo ensaio de MTT &40k de tratamento com as fracbes
obtidas por separacdo cromatografica da hemogldidinalisada por tripsina obtida a partir do
esvaziamento das hemécias.

Devido a baixa disponibilidade na obtencéo da lgtolina murina e tendo em
vista a alta similaridade das cadeias de aminoaads cadeias e f das moléculas de
hemoglobina de diferentes mamiferos, bem como macge dos peptideos apos a

clivagem enzimatica, optou-se pela utilizacdo dadgobina comercial bovina (Figura

12).
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Para confirmacdo da integridade a hemoglobina aoalerbovina néo
hidrolisada também foi submetida a analise porasmeetria de massa MALDI-TOF
permitindo a identificacdo de ions com m/z entr@2R0000 os quais séo referentes as
cadeiasy e B intactas (Figura 13).

A partir da fragmentacgéo na fonte do extrato dedwggabina total comercial foi
possivel a obtencdo de uma sequéncia de 66 e 3J@uossde aminoacidos,
sequenciados manualmente, por meio da qual foiy@ssidentificacdo inequivoca das
cadeiasa e B da hemoglobina, respectivamente (Figura 14). Qatxtobtido pela
hidrolise com tripsina da hemoglobina bovina gemauion de alta intensidade o qual
foi fragmentado, sequenciado (LLVVYPWTQR) e tevesum identidade elucidada
como sendo a hemorfina, 0 mesmo peptideo geraddemtificado a partir da

hemoglobina murina (Figura 15).
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Figura 12. Alinhamento das sequéncias de residuos de aminsadaks cadeias (A) e B (B) constituintes da molécula de hemoglobina deuralongo,
bovina e humana. Barras vermelhas indicam as regi@eservadas dos peptideos neoquiotorfina e hemgérados apos clivagem enzimética por tripsina
das cadeiag e, respectivamente.
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Figura 13. Espectro de massa MALDI-TOF de extrato total dedgabina comercial bovina
em modo linear positivo na faixa m/z 2000-20000dsesssinalados ions referentes aos estados
monocarregados [M+HE 14971 / 15715 das cadeiag p da hemoglobina (Hb) murina e seus
respectivos estados duplamente [M+2H]7485 / 7859, triplamente [M+3H}E 4990 / 5240,
carregados.
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Figura 14. Espectro de massa da hemoglobina comercial botitdo por meio de espectrometria de massa MALDFIT@F operada em modo ISD, com
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Figura 15. Espectro de massa de hidrolisado triptico de hkbo@ comercial bovina obtido por meio de especéiia de massa MALDI-TOF/TOF
operada em modo LIFT™ a partir de ion precursdMded] * = 1275,1 sendo assinalados ions da série y.
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5.5 Ensaio dos efeitos da hemoglobina comercial atta e hidrolisada sobre a
viabilidade celular

Tendo em vista a alta similaridade entre as cadeia das hemoglobinas
murina e bovina intactas, bem como os fragmentadgs apds o processo de hidrélise
enziméatico, a hemoglobina comercial bovina foiizdidla para a realizacao dos testes de
viabilidade celular.

Para averiguar o possivel efeito contra célulasotai® e normais, a
hemoglobina comercial intacta e os o peptideodobtapods o processo de hidrélise
foram utilizados em testes de viabilidade celutarli@hagens de cancer de mama (4T1)
e fibroblastos (NIH3T3) nos tempos de incubacdo 2de 48 e 72 horas nas
concentracdes de 32, 64, 128, 256, 512 e 1024 u(figura 16 e Figura 17).

A hemoglobina intacta (nativa) ndo alterou sigaifivamente a viabilidade de
células 4T1 em todas as concentragfes testada®npaeapos de 24 e 48 horas (P <
0,05), sendo observada uma diminuicdo significattea~20% na viabilidade das
células apenas para a concentracdo de 64 pg/melagdo a 32 pug/mL no tempo de 72
horas (Figura 16A). Resultados semelhantes forasereados para a viabilidade das
células NIH3T3 para os tempos de 24 e 48 horaslosgue as concentracdes de 128,
256 e 512 pg/mL no tempo de 72 horas (Figura 1@Bysentou diminuicdo de ~8%,
~24% e ~24% em relacdo a 32 pg/mL, respectivamaaetudo sem diferencas

significativas em relacéo ao controle (célulasadzs apenas em meio de cultura).
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Figura 16. Avaliacao de viabilidade de células de cancer dman@dT1) (A) e fibroblastos
murinos normais (NIH3T3) (B) pelo ensaio de MTT 24, 48 e 72 horas de tratamento com
hemoglobina comercial intacta, ndo submetida aogaso de hidrélise enzimética. Diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05) em redagg&oncentra¢do de 32 pg/mL.
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Para o tempo de 24 horas de tratamento, conceafragé hidrolisado de
hemoglobina de 256 e 1024 pg/mL diminuiram sigaifi@mente a viabilidade de
células 4T1 em ~ 7% e ~ 9% em relagdo ao conteotmncentracdo de 256 pg/mL
também diminuiu significativamente a viabilidade sstacdo a 32 e 64 ug/mL; e a de
1024 pg/mL diminuiu em relacdo a 32 pg/mL (P < P,08s concentragdes de 256, 512
e 1024 pg/mL diminuiram a viabilidade das céluldsi3V3 em ~15%, 13% e 11%,
respectivamente, em relacdo ao controle; alémirdmgirem a viabilidade em relacéo
a concentracao de 32 pg/mL (Figura 17, P < 0,05).

Apés o intervalo de tempo de 48 horas a concerdraig hidrolisado de
hemoglobina de 1024 pg/mL diminuiu em ~11% a vidhde de células 4T1 em
relagdo ao controle e todas as demais concentragd@ara as células NIH3T3 as
concentracdes de peptideos diminuiram em até ié&bididade das células em relacéo
ao controle e concentracdes acima de 128 pg/mblndinsim mais a viabilidade das
células do que 32 e 64 pg/mL (P < 0,05).

No tempo de 72 horas houve aumento de ~7% na idiathd das células 4T1 na
concentracdo de hidrolisado de hemoglobina de Bl@luem relagdo a concentracéo
de 128 pg/mL, e para a linhagem NIH3T3 todas aseminagdes testadas reduziram a
viabilidade celular em relacdo ao controle (FiglLiraP < 0,05).

Na concentracédo de 1024 pg/mL de hidrolisado deogibina houve aumento
na viabilidade das células 4T1 ap06s 72 horas enpampao a 24 e 48 horas; enquanto
nas células NIH3T3 houve diminuicdo na viabilidages 48 e 72 horas em relagédo a
24 horas nas concentracGiss 128 e 251g/mL; além de aumento apds 72 horas em

relacédo a 24 e 48 horas na concentragao de 512 |(Bigura 17, P < 0,05).
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Figura 17. Avaliacdo de viabilidade de células de cancer deman@dT1) (A) e fibroblastos
murinos normais (NIH3T3) (B) pelo ensaio de MTT 24, 48 e 72 horas de tratamento com
0s peptideos resultantes da hidrolise da hemoglolimmercial por tripsina. Diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05) em redag@d controle - O pg/mL (*), 32 pg/mi), 64
ng/mL @), 128 pg/mL ), 256 pug/mL §), 512 pg/mL €), 24 horasg) e 48 horas (£).
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Tendo em vista que o hidrolisado de hemoglobinaledu a uma diminui¢cado
expressiva na viabilidade celular e que a hemog#olrtacta ndo apresentou toxicidade
as células de céncer de mama e fibroblastos fomwantadas duas hipoteses. A
primeira seria que 0s peptideos poderiam estaroseledradados por proteases
produzidas pelas células, e a segunda sera queptislgps geradds situ pela adi¢cao
de protease junto a molécula intacta de hemoglatdiaformariam os peptideos e os
mesmos apresentariam maior atividade por seremaftwsngradualmente?

Para responder a essas indagacdes foram realisd@sos de viabilidade
celular nas seguintes condi¢gfes: incubacdo de Hebiog intacta na presenca de
tripsina livre; e incubacdo de peptideos na presel®; inibidores de proteases. As
concentracdes de protease e do coquetel de ingsidiar proteases (inibidor de tripsina,
inibidor de quimotripsina, inibidor de plasmina6E; bestatina e leupeptina) a serem
utilizadas nestes dois experimentos foram detehamegpelo ensaio de viabilidade
celular, no qual diferentes concentractes forasadas em células de cancer de mama
e fibroblasto e foram escolhidas concentracdesnqoealteraram a viabilidade celular
em comparacdo as células controle (dados ndo mosjraSendo assim, foram
determinadas as seguintes concentragdées: 1 mg/maLtppsina e 1 pL/mL para o
coquetel inibidor de proteases.

As diferentes concentracdes de hemoglobina intecfaresenca de tripsina livre
ndo apresentaram diferencas significativas nalidabie de células 4T1 para o tempo
de 24 horas, sendo observada diminuigdo de ~27%%epara as concentragdes de 512
e 256 pug/mL em relacdo a concentracdo de 32 pgndie, ~19 % na concentracdo de
512 pg/mL em comparacgéo ao controle no tempo deodss (Figura 18A , P < 0,05).
No tempo de 72 horas ocorreu diminuicdo de 4% a A& as concentragdes acima de

256 pg/mL quando comparada ao controle. As mesmdigdes de tratamento nao
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apresentaram alteracdo significativa na viabiliddeeélulas NIH3T3 para o tempo de
24 horas, sendo observado inclusive um aumento/ée para concentracao de 1024
png/mL quando comparadas as concentracfes de 3R@1®d e no tempo de 48 horas;
e de ~17% para a concentragdo de 1024 pg/mL quesrdparada a 256 pg/mL no
tempo de 72 horas (Figura 18B, P < 0,05). Nao fadentificadas diferencas entre os
efeitos das mesmas concentracdes entre os difer&gngos de incubacgédo para as

células 4T1 e NIH3T3 (Figura 18, P < 0,05).
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Figura 18. Avaliacao de viabilidade de células de céancer dman@dT1) (A) e fibroblastos
murinos normais (NIH3T3) (B) pelo ensaio de MTT 24, 48 e 72 horas de tratamento com
hemoglobina comercial intacta, ndo submetida acgaso de hidrolise enzimatico e tripsina
livre. Diferenca estatisticamente significativa<{f®,05) em relag&o ao controle - O pg/mL (*),
32 ug/mL €), 64 pg/mL B), 128 pg/mLx) e 256 pg/mL ).
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Concentragbes de hidrolisado de hemoglobina naempgasdo coquetel de
inibidores de proteases nao apresentaram diferesigagicativas na viabilidade de
células 4T1 para o tempo de 24 horas (Figura 194,0F05); contudo concentractes
acima de 128 pg/mL acarretaram em diminuicdo de a8%2% e na viabilidade de
célula NIH3T3 gquando comparadas ao controle (Figai, P < 0,05).

No tempo de 48 horas a viabilidade das célulasfdirdiminuida (7% - 20%)
para as concentracbes acima de 128 pgjodndo comparada ao controle; como de
10% a 13% para a concentracdo de 1024 pg/mL emécela 128 e 256 pg/mL,
respectivamente (Figura 19A. P < 0,05). Adicionaltagno tempo de 48 horas também
ocorreu diminui¢cdo da viabilidade das células NIBI®ara todas as concentragdes em
relacdo ao controle (~9% a ~22%) e acima de 128 jugliando comparadas 32 e 64
ug/mL (~14% a ~17%) (Figura 19B, P < 0,05). Alénssdi, houve diminuicdo
significativa no tempo de 48 horas em relagcdo dd@4s em todas as concentracdes
acima de 64 pg/mL.

Para o tempo de 72 horas de incubacdo nao howremnhs significativas entre
as concentracdes e o controle das células 4T10oom@seu aumento no tempo de 72
horas quando comparado ao de 48 horas na condnttagl024 pg/mL (Figura 19B, P
< 0,05). Além disso, no tempo de 72 horas ocorieundi¢cdo de aproximadamente
22% da viabilidade celular das células NIH3T3 pasaconcentracdes 256 e 1024
ng/mL quando comparadas ao controle, além de aonmanviabilidade das células no
tempo de 72 horas quando comparado ao tempo derd8 para as concentracdes de

256 e 512 pg/mL (Figura 19B, P < 0,05).
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Figura 19. Avaliacdo de viabilidade de células de cancer deman@dT1) (A) e fibroblastos
murinos normais (NIH3T3) (B) pelo ensaio de MTT 24, 48 e 72 horas de tratamento com
0s peptideos resultantes da hidrélise da hemoglobomercial por tripsina e inibidor de
proteases. Diferenca estatisticamente significdfva 0,05) em relacédo ao controle - O pg/mL
(*), 32 pg/mL @), 64 pg/mL B), 128 pg/mL x), 256 pg/mL §), 512 pg/mL €), 24 horasy) e

48 horas (£).

58



5.6 Desenvolvimento e caracterizacdo de nanossistemashase de miméticos de
hemacias, lipossomos e quitosana

A avaliacdo por técnicas de microscopia eletrébdieasarredura e microscopia
de forca atdbmica confirmaram o aspecto morfolégiemacteristico das hemécias
murinas utilizadas no primeiro protocolo (FiguraA2®20B). Ap6s submeter as células
as diferentes condicbes de esvaziamento foi pdssikeervar a formacdo de
nanoestruturas predominantes, utilizando solucél@sas0,50% e 0,75% (Figuras 20C-
20F). Para as células incubadas em &gua ultrapwa eolucdo salina 0,25%, as
andlises pelas técnicas de microscopias em altdugd® indicaram lise celular, de
forma que ndo foram mantidas estruturas que putiesse visualizadas, dados néao
mostrado).

Nos demais protocolos, a avaliacdo por microscdpidor¢ca atdmica indicou
morfologia caracteristica com formato biconcavo likmacias apds a coleta do sangue,
bem como das hemacias que foram submetidas a faveg®a PBS antes da utilizacédo
para a formagdo dos miméticos (Figura 21A e 2&kayuais apresentaram altura média
de 726,04 £ 42,67 nm e 622,84 + 29,31 nm, respaunte (Figura 22A e 22a). Os
miméticos de hemacias sem hidrolisado de hemoglddyimesentaram formas variadas
e indefinidas (Figura 21B), e altura média 783,8464;22 nm (Figura 22B). Os
miméticos com hidrolisado de hemoglobina tambénesmntaram formas variadas e
indefinidas, e com altura média 2111,74 + 29,31 ndy apresentando padrdo de
distribuicdo definido (Figura 22b). Verificou-seegqos lipossomos sem hidrolisado de
hemoglobina tém formas regulares esféricas e athdédia de 29,4 + 5,03 nm (Figura
21C e Figura 22C). Ja os lipossomos com peptidpossentaram formas variadas
alongadas indicando a ocorréncia de fuséo dosslijposs em decorréncia da presenca

dos peptideos no hidrolisado de hemoglobina (Fi@d@, com altura média 54,56 +
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2,01 nm (Figura 22c). As particulas de quitosanquigosana com hidrolisado de
hemoglobina apresentaram pequenas estruturas conadandefinidas e pequenas,

com média de alturas de 12,23 + 1,37 e 9,64 +(gfira 21D e d e Figura 22D e d).

50.00 x 50.00 [um] Z 0.00 - 820.00 [nm]

3.00 500

3.12x3.12 [um] Z 0.00 - 79.26 [nm]

3.00 7500

3.12x3.12[um] Z 0.00 - 78.16 [nm]

Figura 20. Imagens obtidas por meio de microscopia eletrddieavarredura (A, C e E) e
microscopia de forca atébmica (B, D e F) a partirhdggnacias intactas e apds processo de
esvaziamento. Sangue de camundongo total, em aoirder8000x (A) e area de 58 50 um

(B); Estruturas formadas apés incubacdo com soligid 0,50%, em aumento de 20.000
(C) e &rea de 3,12 3,12 um (D); Estruturas formadas apdés incubac¢dplakma com solucao
NaCl 0,75%, em aumento de 20.00(E) e area de 3,123,12 um (F).
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Figura 21. Imagens topograficas adquiridas por meio de mioiscde forca atbmica operada
em modo contato de hemacias (A) e heméacias lavatas$BS (a); mimeéticos de hemacias (B)
e miméticos de hemécias com hidrolisado de hemoglgiMimético-Pep) (b); lipossomos (C)
e lipossomos com hidrolisados de hemoglobina (lspo®m-Pep) (c); e particulas de quitosana
(D) e quitosana com hidrolisado de hemoglobinat@3ana-Pep) (d).
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Figura 22. Histogramas de distribuicdo de classes referentss valores de altura das

particulas, sendo heméacias (A) e hemacias lavaiasPBS (a); miméticos de hemacias (B) e
miméticos de hemécias com hidrolisado de hemogiofMimético-Pep) (b); lipossomos (C) e

lipossomos hidrolisados de hemoglobina (Lipossomye)Fc); e particulas de quitosana (D) e
quitosana com hidrolisado de hemoglobina (Quito$ze1@ (d).
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A avaliacéo por espalhamento de luz dinamicoloevema grande variacdo no
tamanho, polidispersividade e carga de superfige particulas (Tabela 2). Os
didametros hidrodindmicos das particulas apresantdiferencas significativas entre si,
sendo que ocorreu aumento dos mesmos na maioriafodasilacdes contendo
hidrolisados de hemoglobina, exceto para as péaticle quitosana. Todas as particulas
apresentaram alto indice de polidispersividadeci@dalmente, para todas as particulas
ocorreu um aumento do potencial Zeta ap6s a eneg@su dos hidrolisados de
hemoglobina, quando comparadas ao controle, sugeria predominancia de
moléculas, em particular peptideos carregados iyasiente na face externa das
mesmas (Tabela 2).

Todas as formulagcdes desenvolvidas apresentaraas adficiéncias de
encapsulamento (78-89%), sendo que para os erdaiaividade anticancen vitro
(viabilidade celular) foram utilizadas para fins demparagdo as concentragbes

efetivamente encapsuladas.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos miméticos deduwéas, miméticos de hemacia

com peptideo, lipossomo e lipossomo com peptida@pspna e quitosana com peptideo,
quitosana revestida com polietilenoglicol (PEG) wtagana revestida com polietilenoglicol

com hidrolisado de hemoglobina revestida com pldredglicol. Eficiéncia de encapsulamento
(E.E.). indice de polidispersividade (Pdl). Valoresferentes a médias de trés leituras
independentes.

Particula Diametro Pdl Potencial E.E.
Hidrodinamico Zeta (mV) (%)
(nm)
Mimético de Hemaéacia 2700,7 + 465,8 0,92 + 0,08 -148+0,3 -
Mimético de Hemacia-Pep 3696,0 + 516,9 0,84 £0,15 -9,1+0,3 -
Lipossomo 140,7 £ 3,3 0,33+£0,01 -12,1+1,0 -
Lipossomo-Pep 658,3 £42,2 0,50 £ 0,06 -6,4+£0,7 88,9
Quitosana 545,9 + 34,3 0,94 + 0,06 +49,6 £0,3 -
Quitosana Pep 309,1+9,4 0,98 £ 0,02 +642+1,6 78,0
Quitosana-PEG 266,0 £ 11,1 0,60 = 0,04 + 26,8+ 0,5 -
Quitosana-PEG Pep 904,4+7,0 0,64 + 0,04 +629+15 81,7
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5.7 Avaliagdo dos efeitos dos nanossistemas deséwidos sobre a viabilidade
celular

5.7.1 Miméticos de hemécia

As células foram incubadas com os miméticos de biemé miméticos Pep
(com hidrolisado de hemoglobina) por 24 horas. Micoé com peptideo a 256 pg/mL
diminuiram em aproximadamente 14% a viabilidadecélellas 4T1 em relacdo ao
controle, e a concentragcdo de 512 pg/mL diminuiu agroximadamente 12% a
viabilidade das células em relagdo a concentragdb0@4 pg/mL; os miméticos sem
peptideo aumentaram em aproximadamente 8% a dathdi das células 4T1 na
concentracdo de 1024 pg/mL em relacdo as concéafale 128, 256 e 512 pg/mL
(Figura 23A). Para as células NIH3T3, os Mimétieep diminuiram a viabilidade
celular para as concentracdes maiores que 64 pgpmielacéo ao controle (~4 a 10%),
exceto para 1024 pg/mL; os Miméticos sem peptidemsbém diminuiram a
viabilidade celular para concentracdes acima dedlL (~11% a 17%) (Figura 23B).
Foram ainda identificadas diferencgas significatiease os Miméticos e Miméticos-Pep

nas concentracdes de 256, 512 e 1024 pg/mL paedidas NIH3T3 (P < 0,05).
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Figura 23. Avaliacao de viabilidade de células de cancer deman@T1) e fibroblastos murinos
normais (NIH3T3) pelo ensaio de MTT apds 24 homtratamento com Mimético e Mimético-
Pep. Equivalente de particulas vazias referentaaaitilade de particulas presente no grupo
contendo peptideo. Diferenca estatisticamentefiigtiva (P < 0,05) em relacdo ao controle - 0
png/mL (*), 32 pg/mL €),128 pg/mL K), 256 pg/mL §), 512 pg/mL €§) e mimético (&).
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5.7.2 Lipossomos

Todas as concentracbes de Lipossomos-Pep (contdndmlisado de
hemoglobina) diminuiram significativamente, 37% 18 a viabilidade de células de
cancer de mama quando comparadas ao controle,dconfip apresentaram relacao
concentracdo ou dose dependente (Figura 24, P5% Qjpossomos sem hidrolisado de
hemoglobina reduziram em 14% a viabilidade celoéamaior concentracdo em relacao
ao controle e a concentracdo em equivaléncia dérimdfFigura 24, P < 0,05). Em
todas as concentragdes os lipossomos com hidrolidadhemoglobina (Lipossomo-
Pep) diminuiram a viabilidade celular quando coragas aos lipossomos vazios

(Figura 24, P < 0,05).
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Figura 24. Avaliacdo da viabilidade de células de cancer denxa4T1 pelo ensaio de MTT
apoés 24 h de tratamento com Lipossomos e Liposs&®psEquivalente de particulas vazias
referente a quantidade de particulas presente mpogicontendo peptideo. Diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,05) em redagd controle - ug/mL (*), 56 pg/mL @) e
lipossomo (&).
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5.7.3 Nanoparticulas poliméricas de quitosana

Particulas de Quitosana-Pep (contendo o hidrolisago hemoglobina)
diminuiram em 10% e 20% a viabilidade de célulag ém relagdo ao controle nas
concentracdes de 216 e 865 pg/mL, respectivameigaré 25A, P < 0,05). A maior
concentracdo testada (865 pg/mL) reduziu em 17-a1%abilidade de células 4T1
quando comparadas as concentragfes 54, 108 e 48%2 |{gigura 25A, P < 0,05).
Particulas de quitosana sem hidrolisado de hemioglab Quitosana-Pep apresentaram
diferencas entre si para as concentracdes de 868 @g/mL (Figura 25A, P < 0,05).
Particulas sem hidrolisados nao alteraram a vitdule de células 4T1 (Figura 25A).

Particulas de Quitosana-Pep diminuiram a viabiedael células NIH3T3 (11%
a 16%) em todas as concentracfes quando compaadamtrole; adicionalmente, a
concentracdo de 216 pg/mL diminui a viabilidadeulegl quando comparadas as
concentracbes de 27 e 54 pg/mL. Particulas de sgum& sem o hidrolisado de
hemoglobina, diminuiram em 14% e 11% a viabilidagdlar na maior e menor
concentracdo de particulas, respectivamente (Fige, P < 0,05). Particulas de
quitosana com hidrolisado de hemoglobina diminuiranviabilidade das células
NIH3T3 guando comparadas as particulas sem hidduigpara as concentracbes de

108, 216 e 865 pug/mL (Figura 25B, P < 0,05).
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Figura 25. Avaliacdo da viabilidade de células de carcionamamama 4T1 pelo ensaio de
MTT apos 24 h de tratamento com nanoparticula deo§ana e Quitosana-Pep Equivalente de
particulas vazias referente a quantidade de pkasiquresente no grupo contendo peptideo.
Diferenca estatisticamente significativa (P < 0,68) relacdo ao controle - 0 pug/mL (*), 27
png/mL @), 54 pg/mL B), 108 pg/mL x), 432 pg/mL €) e quitosana (&).
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5.7.4 Nanoparticulas poliméricas de Quitosana PEG

Particulas de Quitosana-PEG-Pep (contendo hiddalisde hemoglobina)
diminuiram a viabilidade de células 4T1 em 15% % 2m efeito dose dependentes
guando comparadas ao controle (Figura 26A, P <)ORdrticulas de quitosana PEG
reduziram a viabilidade das células em 5% a 20%gjcsgue a maior redugdo ocorreu
para a maior concentracdo de particulas testadas (P5, Figura 26A). Todas as
concentracbes de Quitosana-PEG-Pep nas concemsragiimsxo de 906 pg/mL
acarretaram na diminuicdo da viabilidade das celdlEl em comparagdo a particula
Quitosana-PEG (P < 0,05, Figura 26A).

Todas as particulas contendo hidrolisado de hemgldQuitosana-PEG- Pep)
diminuiram a viabilidade das células NIH3T3 ent# & 19% para as concentracdes
abaixo de 906 pg/mL, sendo que para 113 pg/mL @ndigéo chegou a 19% (Figura
26B, P < 0,05). A particula vazia s6 diminuiu sigaitivamente a viabilidade das
células NIH3T3 para a concentracdo de 56 pg/mL emparacdo ao controle, sendo
que essa foi de aproximadamente ~7%. Para todamasntracoes de Quitosana-PEG-
Pep nas concentracdes abaixo de 453 pg/mL ocomemuwicdo na viabilidade das

células NIH3T3 em comparacao a particula Quitos4f@ (Figura 26B, P < 0,05).
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Figura 26. Avaliacdo da viabilidade de células de cancer denan4T1 pelo ensaio de MTT
apos 24 h de tratamento com nanoparticula de Quigo$EG e Quitosana PEG Pep em
diferentes concentracfes. Equivalente de partiaaaims referente a quantidade de particulas
presente no grupo contendo peptideo. Diferencdistgtamente significativa (P < 0,05) em
relacdo ao controle - 0 pg/mL (*), 28 pg/m) (56 pg/mL ), 113 pg/mL X), 226 pg/mL §)

e quitosana PEG (&).
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5.8 Avaliacdo dos efeitos das nanoparticulas poliméas de quitosana
desenvolvidas sobre a proliferacéo celular

Para avaliar se o hidrolisado de hemoglobina lbea como se as particulas de
quitosana induzem alguma alteracdo na proliferagfidar foram avaliados os efeitos
dessas condicbes em relacdo ao numero de células Pdra o ensaio foram
consideradas as maximas concentracfes para odqueplivre (1024 pg/mL) e para as
particulas de quitosana (865 pg/mL, peptideo/etpnta). Apds 24 horas de incubacgéo
com o0s peptideos livres ou as particulas de guitoseem e com hidrolisado de
hemoglobina ndo foram observadas alteracdes gigtifas no numero total de células

guando comparadas ao grupo controle (P < 0,050(@&ig7).
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Figura 27. Namero de células de cancer de mama (4T1) na eiaséun presenca dos peptideos
e particulas de Quitosana e Quitosana Pep apé®raé de tratamento. Numero de células
obtidas a por meio de contagem total das células@mara de Neubauer apos o tempo de
incubacao.
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5.9 Avaliacdo dos efeitos das nanoparticulas poliméas de quitosana
desenvolvidas sobre a integridade de membrana plasiica

Foram também avaliados efeitos do hidrolisado emdylobina livre e das
particulas quitosana sobre a integridade da meralpiasmatica de células 4T1. Para o
ensaio foram consideradas as méaximas concentrggiasos peptideos livre (1024
png/mL) e para as particulas de quitosana (865 pgfmptideo/equivalente). Apés 24
horas de incubacédo os peptideos livres e as pagide quitosana sem e com peptideo
ndo apresentaram alteragbes na integridade da meanbplasmética quando

comparadas ao grupo controle (P < 0,05) (Figura 28)
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Figura 28. Avaliacdo da integridade de membrana plasmaticeétidas 4T1 na auséncia ou
presenca dos peptideos e particulas de Quitos@uéasana Pep apds 24 horas de tratamento.
Apbs o tratamento as ceélulas foram incubadas carhde tripan e contadas em camara de
Neubauer. Células coradas de azul apresentam anamrganiasmatica lesada.
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5.10 Avaliagdo dos efeitos das nanoparticulas polaricas de quitosana
desenvolvidos sobre o perfil proteico das célulapés o tratamento

Para avaliar a hipétese de que apés a exposichaamisado de hemoglobina
livre e a particulas de quitosana (Quitosana edQaiita-Pep) por 24 horas as células
tumorais teriam seu perfil de proteinas alteradestél intuito, as células tiveram suas
proteinas extraidas e avaliadas por espectrontgtnaassa pelo método Biotyper. Para
o tratamento foram consideradas as maximas coacées para os peptideos livre
(1024 pg/mL) e para as particulas de quitosana (8L, peptideo/equivalente). Para
possibilitar a comparacdo e a ndo influéncia dogtigeos livres nos espectros
adquiridos o mesmo também foi avaliado. Ap6s darmanto ocorreu modificacdo no
perfil de proteinas das células quando comparadeslalas controle e ao peptideo livre
(Figura 29).

Os espectros adquiridos foram utilizados para @date um espectro de massa
padrdo, representativo para cada grupo. Em segusdagsmos foram utilizados para a
obtencdo de um dendrograma visando ao possivelpagento dos grupos
estreitamente relacionados entre si sob o pontwista molecular. O dendrograma
formado indicou a presenca de dois grupos prirgj@ndo representado pelo peptideo
livre e o outro pelas células ndo submetidas e stilas ao tratamento. O grupo
formado pelas células desmembrou-se em dois sutgyrum formado pelas células
controle e tratadas com Quitosana, e o outro foonqaelas células tratadas com o
peptideo livre e com as particulas de QuitosanaiRdigando que os peptideos causam

alteracao no perfil proteico das células apéstarranto (Figura 30).
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Figura 29. Espectros de massa dos perfis proteicos de hiadolide hemoglobina livre e células 4T1 apds exfosaps tratamentos obtidos por meio de
espectrometria de massa MALDI-TOF operada em maotad positivo na faixa m/z 2000-22000. (A) Pefdibteico das células sem exposi¢cdo ao
tratamento. (B) Perfil proteico das células apdsatamento com hidrolisado de hemoglobina livré. P&rfil proteico das células apds o tratamento com
particulas de quitosana. (D) Perfil proteico ddslagé apos o tratamento com particulas de quitosani@ndo hidrolisado de hemoglobina. (E) Perfitgico

do hidrolisado de hemoglobina.
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Figura 30. Dendrograma a partir do agrupamento de espectrosadea referentes aos perfis
proteicos do hidrolisado de hemoglobina livre, 4 T1 controle, células 4T1 apos incubacgao
com hidrolisado de hemoglobina livre, e incubadasn cparticulas de Quitosana (sem
hidrolisado de hemoglobina) e Quitosana Pep (caimligado de hemoglobina).
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6. DISCUSSAO
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O Cancer é atualmente responsavel por altas taxasodes em todo o mundo.
Nesse contexto, nas Ultimas décadas tém crescitkidenavelmente o interesse pelo
desenvolvimento de novos sistemas de liberaca®rgasia e entrega de farmacos,
devido & necessidade de medicamentos seguros eesapke atingir o alvo,
minimizando assim os efeitos adversos resultansetddamentos convencionais mais
utilizados contra o cancer. Estudos relatam a pitisiside de utilizacdo das hemacias
na formacéo de sistemas de transporte de drogasnedis, outros relatos destacam o
papel desempenhado pela hemoglobina na formacapepigdeos endégenos com
diversas fungfes bioldgicas, dentre elas antitum®&®BRELIN et al, 1995; SONG,
2012). Entretanto nenhuma abordagem até o presemteento relata a utilizacdo de
hemacias para transporte de peptideos bioativadosbta partir de hidrolisados de
hemoglobina.

Na maioria dos mamiferos (exceto camelideos - atipss), as hemacias
circulantes nos individuos adultos sdo discos lo@éos anucleados, com medidas de
didmetro médio e volumes variados, com 98% do seueddo intracelular sendo
constituido por hemoglobina. Hemécias possuem sdtsibilidade a alteracdes de
pressdo osmatica, nesse sentido pequenas altenrzgdesnolaridade do meio podem
acarretar em alterac6es na permeabilidade da meenptasmatica o que pode levar ao
extravasamento de componentes intracelulares, donse moléculas, dentre elas a
hemoglobina, bem como possibilitar a entrada deasumoléculas nessas células.
Adicionalmente, as hemécias possuem a capacidadeoltssr & sua condicdo de
equilibrio quando a condigdo de osmolaridade ideatestabelecida (IHLERst al,
1987).

O uso de sais como NaCl em concentracdes inferiasegncontradas nos

sistemas bioldgicos constitui uma possibilidadealderacdo nesses padrdes osmoticos
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podendo ser utilizadas de forma apropriada emtégtes que visem o esvaziamento da
célula e remogcdo de seu conteudo proteico. O peesestudo confirmou que
concentragdes de NaCl de 0,5% e 0,75% levaranei@eites na osmolaridade do meio
e consequentemente a alteracdes na integridadiarceldiberacdo de hemoglobina,
conforme avaliada por espectrofotometria, resuleste esperado para NaCl 0,5% uma
vez que estudos ja relatavam que concentracfesa@é éxin concentracdes abaixo de
0,4% leva ao desequilibrio osmotico e consequestitarao efluxo de ions e proteinas
(IHLER, et al,, 1987).

A partir do extrato formado e dos componentes ditbes pelas hemacias foram
observadas massas moleculares correspondentgsedadas para a cadeid~15 kDa)

e B (~16 kDa) da hemoglobina por espectrometria dessnasmo j& foi verificado por
outros autores (BEMQUERERY al, 2012). A presenca da molécula de hemoglobina
foi confirmada pelo sequenciamento direto dos tesdle aminoacidos constituintes da
estrutura primaria da cadeigpelo método ISD ou pelo sequenciamento de fragment
triptico obtidos apos hidrolise enzimatica.

Segundo IVANOV e colaboradores (2005) a principabtgina conhecida
geradora de peptideos enddgenos € a hemoglobiste® €0 gerados a partir de
processos de hidrélise enzimatica ou alteracddHldgpmeio. Nesse contexto, a partir
das sequéncias de residuos de aminoéacidos refe@ntaadeias e B da hemoglobina
foram realizadas clivagens tedricas, na presencaliféeentes enzimas, nas quais
peptideosin silico foram gerados, havendo assim a possibilidade slgssptideos
também serem formadas vitro e in vivo. Deste modo no presente estudo, foi avaliada
a clivagem especifica utilizando enzimas as qudiolisam em residuos acidos (V8),
residuos basicos (tripsina) e pequenos residuos gliaina, alanina e serina (pepsina);

e a possivel clivagem inespecifica a partir deeextis de pH (2 e 12) que poderiam
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favorecer a hidrolise ou criar um ambiente favor@eacédo de peptidases enddgenas.
Com base nos resultados obtidos foi constatadopguee as diferentes condi¢cdes de
hidrélise, a tripsina foi a enzima que levou a udir@inuicdo mais pronunciada na
viabilidade de células de céancer de mama (4T1l)esksesultados corroboram o0s
descritos na literatura onde a tripsina tem sidplamente utilizada em biotecnologia
por se tratar de uma enzima com alta especificidadendimento de hidrolisado
(ZHANGA, et al, 2009). Uma diversidade de peptideos bioativeadps a partir da
hemoglobina j& foi descrita dentre os quais enaamtos opiddes com atividade
antitumoral, sendo obtidos a partir do tratamento heemoglobina com enzimas
gastrointestinais, dentre elas a tripsina (BRAN&iLal. 1986).

A partir do sobrenadante do extrato hidrolisado ¢opsina foi identificada a
presenca de um ion abundante o qual foi fragmergaaipeptideo correspondente foi
sequenciad®e novoa partir de espectros de MS/MS (LLVVYPWTQR). Bséptideo
identificado como pertencente a familia das hemasfi ja foi descrito por diversos
autores como sendo presente em diversos organigiKAKRELIN, 1994), e
recentemente foi identificado em anfibio por Bemmgue colaboradores (2012).

Hemorfinas sdo peptideos opidides bioativos deosath protedlise das cadeias
B da hemoglobina. As hemorfinas séo geradas devigoadegradacao sequencial da
hemoglobina que gera uma série de peptideos esirognte sobrepostos com
extensdo Tyr-Pro-Trp (YPW, tirosina-prolina-triggab) e mudancgas no N- e/ou no C-
terminal. Hemorfina-3 a -7 possuem truncamentos regdes C-terminais. As
subfamilias da hemorfina envolvem sequéncias id@ntino N-terminal e séo
identificadas como hemorfinas, V-hemorfinas, VV-loefimas e LVV-Hemorfinas

(SONGet al, 2012). Nos ultimos anos varios estudos tém dstremto uma gama de
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efeitos bioldgicos desempenhados pelas hemorfimamo,c por exemplo, efeitos
antitumorais (BLISHCHENKGet al, 1997, 2005; NYBERG@t al, 1997).

Tendo em vista que o processo de hidrdlise da hietniog potencialmente gera
inUmeros peptideos optou-se entdo pelo isolamemariicacdo de alguns deles por
meio de cromatografia liquida de alta eficiénciafase reversa visando a obtenc¢éo de
fracbes contendo os peptideos com possivel ateidatitumoral, como a hemorfina.
Os resultados obtidos mostraram a presenca dalaltadancia do grupo heme (fragao
eluida em 49 min), da cadeia intacta da hemogloffir@cdo eluida em 52 min) e de
diversas fragdes minoritarias. Este baixo rendiment procedimentos de hidrélise de
hemoglobinain vitro j& havia sido observado por BEMQUERER e colabaesio
(2012) para intervalos de tempo menores que 24h8endo assim, nos experimentos
posteriores visando a obtencdo de hidrolisado ca@iommendimento na producédo de
peptideos derivados de hemoglobina, foi adotadointenvalo de tempo maior para
digestdo, sendo padronizado em 48 horas. Contidensaios de viabilidade celular
sobre linhagens tumoral (4T1) e ndo tumoral (NIH3W®strou que mais de uma
fracdo era capaz de diminuir a viabilidade daslagundicando que nos hidrolisados
totais seria possivel a ocorréncia de algum tipondeanismo de acdo sinergistico o
gual poderia atuar como potencializador no proce&saonorte celular, uma vez que
diferentes peptideos derivados da hemoglobina posstividade citotdéxica e também
do grupo heme, como ja demostrado na literaturlEXEet al, 2002).

O baixo rendimento de hemoglobina obtida a pamirsdngue periférico de
camundongos fez com que fosse realizada uma buscalguma fonte comercial de
hemoglobina. Dessa forma, foi realizada uma buscaimilaridades de sequéncia com
hemoglobinas de outras espécies de mamiferos, angegou uma alta similaridade

dos residuos de aminoacidos das cadeiasp das moléculas de hemoglobina para

80



camundongos, bovinos e humanos, bem como na gedlasdnesmos peptideos apos a
clivagem triptica, em particular os peptideos hdimare a neoquiotorfina, ambos com
atividades anticancer (BLISHCHENK@ al, 2001).

O tratamento com hemoglobina intacta ndo ocasiodguinuicdes na
viabilidade celular para as duas linhagens nos dasnge 24 e 48 horas. Contudo,
ocorreu uma diminuicdo na viabilidade das célulascdncer de mama (4T1) e
fibroblasto (NIH3T3) tratadas com hidrolisado demloglobina ap6s 72 horas de
tratamento e isso pode estar relacionado a clivaganmolécula pela atuacdo de
proteases secretadas pelas proprias células, umaueeja foi demonstrado que essas
linhagens celulares quando em cultura secretans aleeis de serinoproteases com
especificidade semelhante a da tripsina (NAMal, 1994;: NOVOTNA et al, 2010).

O hidrolisado de hemoglobina diminuiu a viabilidatées células 4T1 e NIH3T3
em relacdo ao controle de maneira concentracdmdepte, exceto para o tempo de 72
horas. Apesar da diminuicdo na viabilidade celutr sido significativa quando
comparada ao controle, a inibicdo ndo ultrapasét dara as células 4T1 e 15% para
as células NIH3T3, para os trés tempos de incubagsiaiminuicdes na viabilidade
celular podem estar relacionadas ao tamanho dméaip de hemorfina gerado durante
a hidrolise. BLISHCHENKO e colaboradores (2002) dastraram que a diminui¢do
da citotoxidade esta relacionada a degradacaoxtxssées do N- e C-terminal, onde a
presenca do residuo de leucina no N-terminal dimowefeito citotoxico desses
peptideos, bem como a presenca de glicina no Gralrdimportante na diminuicdo da
proliferacéo celular. Dessa forma, VV-hemorfinagegapntam mais citotoxidade que as

LVV-hemorfinas. Com base nisso, ndo € possivel imvajuais fragmentos de

hemorfinas estariam atuando efetivamente na digioudla viabilidade, uma vez que as
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préprias células produzem e liberam serinoproteasestras proteases que poderiam
também estar atuando na clivagem dos peptideogpdgambiente da cultura celular.

Uma vez reportada a liberacédo de proteases pdldascém cultura e que estas
possuem atividade semelhante & tripsina (Nanal, 1994; NOVOTNA et al, 2010),
hemoglobina intacta e tripsina livre (digestaitu) foram utilizadas para o tratamento
das duas linhagens celulares em diferentes temApagaliacdo dos resultados indicou a
diminuicdo mais expressiva na viabilidade de céldlal, sugerindo que a formacéo
continua e progressiva dos peptideos derivados amaodiobina com diferentes
tamanhos, 0 que estaria diretamente relacionadoaansior ou menor atividade
(BLISHCHENKO et al, 2002).

Visando impedir a degradacéo dos peptideestro, em particular da hemorfina
em fragmentos menores, pelas proteases secretatiess qélulas, o hidrolisado de
hemoglobina conjuntamente com um coquetel de iorbgl de proteases foram
utilizados para o tratamento das duas linhagendacet em diferentes tempos. Os
resultados obtidos indicaram diminuicdo dose-depetedda viabilidade de células 4T1
em até 20% e de até 22% para células NIH3T3, indwama possivel inibicdo da acéo
hidrolitica das proteases sobre 0s peptideos a lprazo.

Tendo em vista as baixas taxas de inibicdo dalialle celular promovidas
pelo hidrolisado da hemoglobina para células decarade mama (4T1) e para 0s
fibroblastos (NIH3T3) optou-se pelo encapsulamedésses peptideos visando ao
possivel aumento da potencialidade de acdo dos osesana células 4T1 bem como a
diminuicdo da citotoxidade para NIH3T3. Nesse sentiforam utilizadas trés
abordagens distintas para o desenvolvimento densst carreadores. O primeiro foi
baseado na utilizacdo de hemécias para formacamnideéticos; o segundo na

formulacdo de lipossomos a partir de lipideos é@dsadas membranas de hemécias, e
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o terceiro utilizando quitosana, um polimero ndtusalado ou em associacdo a
polietilenoglicol. Os sistemas foram escolhidos dmse em suas caracteristicas fisico-
guimicas e estruturais distintas.

Para o desenvolvimento dos miméticos de hemadesmf utilizados dois
protocolos distintos. O primeiro protocolo envolvewesvaziamento das hemacias por
meio da liberacdo da hemoglobina intracelular eno mipotonico, seguida pela adicao
do hidrolisado de hemoglobina murina e reconsfimiglos miméticos em meio
fisiol6gico. Contudo, devido ao longo periodo dedato pelo processo de hidrélise da
hemoglobina para a geragcdo do hidrolisado, essadadpem levou a uma
desorganizacdo das membranas celulares das henegeiago a formacao de pequenas
estruturas, e grande desestabilizacdo das membratalsres, principalmente na
presenca do hidrolisado em comparacdo ao miméitinate.

O segundo protocolo envolveu o esvaziamento dasatiam por meio da
liberacdo da hemoglobina celular em meio hipotgrseguida pela adicdo imediata do
hidrolisado de hemoglobina comercial ja obtido Aotmente e com a subsequente
reconstituicio em meio fisiolégico. Nesse caso,rrecoa formacdo de estruturas
micrométricas, disformes e indefinidas, com altmides de polidispersividade e cargas
de superficie negativas. Tendo em vista que os tiosedesenvolvidos apresentaram
perceptiveis alteragbes nas membranas, algunseaujdrrelataram que danos nas
membranas facilitam o reconhecimentm vivo das células pelo sistema
reticuloendotelial, sendo estas facilmente remavilia sistema biolégico (LOTERE&
al., 2003). Contudan vitro essas alteragOes poderiam facilitar a biodisploaloie da
droga. Além disso, 0 uso de hemacias para o revestd de particulas poliméricas
pode aumentar o tempo de circulagdo das particldaguitosanan vivo, de pouco

minutos para até 10 horas (CHAMBERS al, 2004). Aperfeicoamentos no tempo de
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circulacdo para essas particulas foram obtidasfioaailo a superficie das particulas
por adicéo de polietilenoglicol (CHAMBERS, 2007).

Alguns autores tém relatado que as hemacias ameslaapesar de fornecerem
um periodo prolongado na circulacdo e capacidadecadeear diversas drogas e
particulas elas ndo seriam um carreador ideal gigens devido as sua restricdo de
atividade em vasos sanguineos devido as suas dieensicrométricas (YOGet al.,
2011). Adicionalmente, segundo HUGHES (2005) o tdmadas particulas € de suma
importancia dependendo do alvo que se deseja alcdrqgtro do organismo, sendo que
para o tratamento de tumores e potencial penetrdadoparticulas no mesmo, as
particulas devem apresentar tamanhos entre 100@ i tendo em vista que 0s
tumores possuem microvasculatura nessa faixa dentaom

Nesse sentido no presente estudo optou-se em egunda etapa pelo
desenvolvimento de lipossomos com fosfolipideosurmids das membranas de
hemécias visando a possivel obtencdo de partiedasmétricas pelo método de
extrusdo. Adicionalmente, pelo fato de que buseakzadas na literatura n&o indicaram
a formulagéo de lipossomos a partir de membrandsedecias para carrear peptideos
oriundos da molécula de hemoglobina. O lipossomnov&a com hidrolisado de
hemoglobina apresentaram tamanhos nanométricorrivatice de polidispersividade
e diminuicdo da carga de superficie quando comparaos miméticos de hemacias.

Lipossomos tém sido utilizados para encapsulacaproleinas terapéuticas e
outros farmacos e esse fato ja € bem estabele@dtitaratura. Eles podem ser
utilizados tanto para a liberacdo controlada dend@ps quanto para entrega de seu
conteudo diretamente no citoplasma da célula (CALER, et al, 2002;
TORCHILINI, 2008). Nesse sentido, foi investigada passivel formulacdo de

lipossomos utilizando lipideos extraidos de memdwade hemécias, bem como a

84



potencialidade dos mesmos no encapsulamento dolikatto de hemoglobina. Os
lipossomos obtidos apresentaram diminuicdo no thmanmaior regularidade quando
comparados aos miméticos de hemacias, sendo gaeopdipossomos vazios e com
peptideos quando comparados aos miméticos de hmméapresentaram uma
diminuicdo no tamanho de 19 e 5 vezes, respectiv@m®s lipossomos apresentaram
aumento no diametro hidrodindmico quando formulatopresenca do hidrolisado de
peptideos em relagdo ao vazio, bem como um aumaatgolidispersividade e
diminuicdo das cargas de superficie. Alguns estudoshaviam mostrado que
lipossomos produzidos a partir de fosfolipideogésicns (constituidos por Unicos
componentes moleculares) levavam ao desenvolvindengstemas mais uniformes os
quais apresentaram distribuicbes unimodais noscedadide polidispersividade
(MISHRA, et al 2009; SEGUIN, et at 2013); diferentemente lipossomos
desenvolvidos a partir de componentes complexosstitoios por multiplos
componentes, tendem a formagdo de sistemas maeofp@beos apresentando
distribuicbes polimodais nos indices de polidispatade. Os lipossomos vazios
apresentaram menor carga de superficie em relagddipassomo contendo o
hidrolisado de hemoglobina sugerindo a presencaeggideos catidbnicos ou outras
biomoléculas expostas na superficie.

Tendo em vista que os dois sistemas desenvolad@siormente apresentaram
tamanhos variados, com polidispersividade alta edemamla, cargas superficiais
negativas e instabilidade coloidal (ASTM, 1985)toapse pelo desenvolvimento de um
sistema polimérico a base de quitosana. Esta émlgcula carregada positivamente,
visando assim uma possivel maior interagdo conglasas tumorais, as quais possuem

membrana carregada negativamente, bem como pelaléatue buscas realizadas na
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literatura n&o indicaram a utilizacdo desta mokcuk formacdo de sistemas
particulados contendo peptideos oriundos da herhinglo

As particulas de quitosana apresentaram tamantay®meétricos, com
polidispersividade e cargas superficiais positivers e excelente estabilidade coloidal
conforme preconizado em nota técnica (ASTM, 19B&gressantemente os diametros
hidrodindmicos das particulas na presenca do isdow de hemoglobina diminuiu em
relacdo a particula vazia, indicando a ocorréneipabsiveis interacdes dos peptideos
com as moléculas de quitosana e acarretando empaossdvel reorganizacdo dessas
moléculas com a consequente alteracdo da nanaeatrdf foi relatado (HUgt al,
2011) que particulas formuladas a partir de baiaaSes de quitosana/peptideos (1:2)
leva a formag&o de nanocomplexos com tamanhos ré&rnoos como o desenvolvido
neste trabalho.

Polietilienoglicol (PEG) tem sido utilizado comopolimero na formulagéo de
nanoestruturas, isso porque esse polimero possia hidrofilicidade, nao
reconhecimento pelo sistema imune, ndo interac@oproteinas, bem como favorece o
aumento de biodistribuicdo (BRADLEY¥t al, 2002; PREG@t al, 2006). A adi¢éo de
PEG a formulacédo de quitosana resultou em uma digdio do tamanho das particulas
vazias bem como um aumento no tamanho das pasgicaiatendo o hidrolisado,
diminuicdo do indice de polidispersividade e naidingtdo das cargas positivas das
particulas quando comparadas as particulas semaoatkste polimero.

Em virtude das peculiaridades fisico-quimicassteuturais apresentadas pelos
sistemas desenvolvidos (miméticos, lipossomos,iqudas de quitosana e quitosana
PEG) foram realizados ensaios de atividade bioddigicitro contra células de cancer

de mama e fibroblasto.
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Os miméticos de hemécias contendo o hidrolisadpeg¢ideos mostraram-se
pouco ativos contra as células 4T1 e NIH3T3. Os étious vazios ndo apresentaram
atividade para as células 4T1, contudo diminuiramiahilidade de células NIH3T3,
com efeito, dose dependente. Estudos mostram gpeesanca de uma fonte exdégena
de &cidos graxos, fibroblastos (NIH3T3) podem séereinciar em adipdcitos
(CHAWLA, et al, 1994; MADSEN, et al 2003). Nesse sentido, fibroblastos na
presenca dos miméticos de hemacias poderiam teiadoi um processo de
transformacao perdendo a propriedade de aderémmudtando-se da placa durante o
ensaio. Adicionalmente, a presenca do hidrolisadmtendo os peptideos da
hemoglobina no mimético teve o efeito oposto e gedatuado bloqueando o processo
de diferenciagéo.

Os lipossomos contendo o hidrolisado foram bastativos contra células 4T1
diminuindo de 37% a 51% a viabilidade dessas c&®lWls lipossomos vazios foram
ativos para a mais alta concentracdo reduzindo ahilidade dessas células em
aproximadamente 14% indicando citotoxidade paranaentracdo de lipideos utilizada
na formulagédo. Alguns destes fosfolipideos, utilza na formulacdo de lipossomos,
por exemplo, e constituintes de membranas quantiados, em especial nas formas
truncadas, podem induzir a apoptose, dependendcsuda estrutura quimica, a
concentracdo e o tipo de célula (FRUHWIRT4,al, 2008). O efeito citotoxico dos
lipossomos-Pep pode indicar um efeito sinergisitive o hidrolisado de hemoglobina
e os lipideos que compde a estrutura do lipossbirecolaboradores (2009) relatam a
participacdo do grupo heme na oxidacao de lipideessa forma, a presenca do grupo
heme presente no hidrolisado poderia ocasionaridagdo lipidica da membrana do
lipossomo ou da célula tumoral. FRUHWIRTH e colagdwmres (2008) relataram que a

oxidacdo de alguns fosfolipideos de membranas, gmeceal as formas truncadas,
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induzem a apoptose dependendo da sua estruturécguanconcentracdo e o tipo de
célula. Estudos futuros precisam ser realizados geclarecer esses fatos.

Quitosana tem sido utilizada na formulagdo de dispositivos para a entrega
de farmacos devido ao fato de ser hidrossolUuveksaptar biocompatibilidade, ser
biodegradavel, atoxico e de baixo custo, além desaptarem cargas positivas. Nesse
trabalho, quitosana foi utilizada na formulacdosd#emas contendo o hidrolisado de
hemoglobina. As particulas de Quitosana-Pep realuzia viabilidade de células de
cancer de mama e fibroblastos. Adicionalmente,aacqolas vazias ndo foram ativas
em células de céancer de mama e diminuiram a \dabié de fibroblastos. Essa
diminuig&o na viabilidade dos fibroblastos é coamallla por ZHANG e colaboradores
(2004), os quais relatam que em um efeito dosendigmée, a quitosana pode inibir o
crescimento, proliferacdo, biossintese e secregadiloroblastos podendo ser utilizada
para o tratamento de diferentes cicatrizes.

Particulas de Quitosana-PEG-Pep foram ativas dimido a viabilidade de
células de cancer de mama (4T1) e as particulaasvéQuitosana-PEG) diminuiram a
viabilidade apenas na maior concentracdo testaaidiclas de Quitosana-PEG Pep
foram citotoxicas diminuindo a viabilidade das ta&ude fibroblasto em relacdo ao
controle e as particulas de Quitosana-PEG néo faitotoxicas contra essas células
indicando algum tipo de efeito protetor do PEG etagdo a possivel toxicidade da
guitosana observada no grupo apenas tratado cafoutes de quitosana vazias

Tendo em vista, que ndo ocorreram diferencas estigrupos experimentais e
controle investigados no ensaio de azul de trip@izado para averiguar possiveis
alteracdes na membrana plasmatica e consequeneemente celular, optou-se pela
utilizagdo de uma abordagem mais sensivel por #epesetria de massa visando a

deflagracdo de possiveis alteragcbes molecularesaslestlulas apds exposicdo as
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condi¢des (hidrolisado livre, Quitosana e QuitosAep). A andlise dos espectros
evidenciou mudancgas nos perfis proteicos das ce@utarelacdo ao controle, sugerindo
mudancas nos perfis de producdo de proteinas, cesenga de ions de diferentes
massas moleculares, em resposta ao tratamento npsmeste ndo tenha acarretado
em morte celular. Contudo, no presente estudo wéopdssivel a identificacdo
sistematica dessas proteinas, se tornando uma exaanamente importante para
estudos futuros uma vez que estas podem funciomaio anarcadores bioldgicos
fornecendo indicios de possiveis mecanismos desad@eses sistemas e até mesmo
vias para o desenvolvimento racional de drogapéeitacas.

Com base no sumario dos principais resultados abtitb presente estudo
(Tabelas 3 e 4) foi possivel observar que apesanalaria dos sistemas testados nao
terem alterado expressivamente a viabilidade diagasé&umorais, o desenvolvimento
de nanossistemas a partir de componentes moles@acentrados endogenamente nos
organismos, como as hemacias, torna-se promissarvem que podem ser utilizados
sinergisticamente com outras estratégias visandeestabelecimento da homeostase
do organismo, isso porque estudos relatam quergasieom cancer apresentam niveis
séricos diminuidos desses peptideos oriundos dediebina (EDGRENet al,, 2010)

e que poderiam ser utilizados em intervencoes &etagas carreando esses ativos na

corrente sanguinea.
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Tabela 3.Sumario dos principais achados para os ensaiasuilgade biolégica com hemoglobina e hemoglobidadtisada

Alteracdo de viabilidade 4T1 Alteracdo de viabilidade NIH3T3
24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas ff@ras
Hemoglobina * * * * * *
Hemoglobina + Tripsina * -19% -17% * * *
Hemoglobina hidrolisada -9% -11% * -15% -17% -14%
Hemoglobina hidrolisada + Inibidores * -20% * -12% -22% -22%

Foram consideradas as diferencas significativaseéagdo ao controle independente da concentractside
* N&o apresentaram diferencas estatisticas sigtiifecs em relagéo ao controle.
- Diminuicao da viabilidade celular.
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Tabela 4.Sumdario com as principais caracteristicas dosségalesenvolvidos.

Forma Tamanho Polidispersividade Carga Estabilidad coloidal  Alterac&o de viabilidade
4T1 NIH3T3

Mimético Irregular  Micrométrico Alta Positiva Instavel +8% 17%
Mimético Pep Irregular  Micrométrico Alta Positiva Rapida coagiila -14% -0%
Lipossomo Discoide = Nanométrico Média Positiva Instavel -14% #
Lipossomo Pep Irregular  Nanométrico Média Positiva Réapida coagiita -51% #
Quitosana Regular  Nanométrico Alta Negativa Boa * -14%
Quitosana Pep Regular  Nanométrico Alta Negativa Excelente -20% 6%1
Quitosana PEG # Nanométrico Média Negativa Moderada -20% -7%
Quitosana PEG Pep # Nanométrico Médio Negativa Excelente -26% -19%

Foram consideradas as diferengas significativaseéagdo ao controle independente da concentractside
Tamanho (didmetro hidrodinamico): Micrométrico >Q00n; Nanométrico < 1000nm.

Polidispersividade: Baixa = 0 a 0,33; Média = (g33,66; Alta = 0,66 a 1,0.

Estabilidade coloidal (baseada na carga de sugrfiRapida coagulacdo = 0 * 10; Instavel = £1(B@&;Moderada +30 a +40; Boa = +40 a +60; Excelente
< +60. # sem alteracao estatistica significativa.

* N&o apresentaram diferencas estatisticas sigtiifecs em relagéo ao controle.

- Diminuicao da viabilidade celular; + Aumento dabilidade celular.

# Condicdo nédo avaliada.
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7. CONCLUSAO
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Com base nos resultados obtidos no presente egtode;se concluir que:

- O hidrolisado triptico de hemoglobina livre remuin vitro a viabilidade de
células de cancer de mama e fibroblastos, sendoaghemoglobina intacta néo
acarretou em alteracao na viabilidade dessas sélula

- Miméticos de hemacias, lipossomos produzidos rérpde fosfolipideos de
hemacias, particulas de quitosana e particulas wsgna-PEG apresentaram
caracteristicas fisico-quimicas e estruturaisrdasi

- Os miméticos de hemacias contendo hidrolisaddsed®globina (miméticos-
Pep) ndo acarretaram em diminuicfes expressivasbitidade de células de cancer de
mama; sendo que 0s miméticos reduziram a viabgidgenas de fibroblastos.

- Lipideos extraidos de membranas de hemacias peéemtilizados para a
formacao de lipossomos.

- Lipossomos produzidos a partir de lipideos de dwas diminuiram
expressivamente a viabilidade de células de cateaenama quando comparados aos
outros sistemas desenvolvidos.

- Hidrolisado de hemoglobina encapsulado em sisgtempaliméricos de
quitosana e quitosana-PEG foram um pouco maisogitms que os miméticos de
hemacias contra células de cancer de mama e fistoisl

- O hidrolisado triptico de hemoglobina é capazatlerar o perfil de proteinas
produzidos por células de cancer de mamavitro sem alterar a integridade de

membrana e a proliferagéo celular.
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8. PERSPECTIVAS
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As hemacias podem fornecer componentes moleculaseguais podem ser
utilizados para a formacdo de dispositivos de paris, bem como geracédo de
peptideos bioativos enddgenos, para a aplicacéapéetica. Nesse sentido, a
continuidade dos estudos nesta linha de pesquida ge tornar uma alternativa no
desenvolvimento e uso de dispositivos feitos petmsnponentes moleculares
encontrados endogenamente no organismo alvo peeasds aplicacOes terapéuticas
em uma abordagem que vem sendo denominada no Caapd’esquisa em
Nanobiotecnologia da Embrapa Recursos GenéticastedBologia com a alcunha de

autonanoterapia.

95



9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

96



ALVES, C. H. B. S.; KUPERMAN, H.; DICHTCHEKENIAN, V
DURVALDAMIANI, D.; MANNA, T. D.; CRISTOFANI, L. M.; ODONEFILHO, V.;
SETIAN, N. Growth and puberty after treatment faui@ lymphoblastic leukemia.
Revista do Hospital das ClinicasS&o Paulo, v. 59 n. 2, p. 67-70, 2004.

American Cancer Society. The History of Cancer. pDivel em:
<http://www.cancer.org/Cancer/CancerBasics/TheldystiCancer/index>. Acessado
em: Dezembro de 2012.

American Society for Testing and Materials. Zetaelatial of Colloids in Water
and Waste Qater ASTM Standart D 4187-4182, 1985.

BECK, W. S. (1991Hematology The MIT Press, 5ed.

BEMQUERER, M. P.; MACEDO, J. K. A.; RIBEIRO, A. @Q.; CARVALHO, A.
C.; SILVA, D. O. C.; BRAZ, J. M.; MEDEIROS, K. ASALLET, L. A. P.; CAMPOS,
P. F.; PRATES, M. V.; SILVA, L. P. Partial charagtation of a novel amphibian
hemoglobin as a model for graduate student invatstig on peptide chemistry, mass
spectrometry, and atomic force microscopyochemistry and Molecular Biology
Education, v. 40, p. 121-129, 2012.

BENATTI, U.; GIOVINE, M.; DAMONTE, G.; GASPARINIA.; SCARFI, S,;
DE FLORA, A.; FRATERNALE, A. ROSSI, L.; MAGNANI, M. Azidothymidine
homodinucleotide-loaded erythrocytes as bioreacttos slow delivery of the
antiretroviral drug azidothymidine.Biochemical and biophysical research
communications v. 220, p. 20-25, 1996.

BLISHCHENKO, E. Y.; MERNENKOA, O.A.; MIRKINAA, I.I SATPAEVA,
D. K.; IVANOVA, V. S.; TCHIKINA, L.D; OSTROVSKYA, A G.; KARELINA, A. A;;
IVANOVA, V. T. Tumor cell cytolysis mediated by \@phin, an opioid-like fragment
of hemoglobin3-chain.Peptides v. 18, n. 1, p. 79-85, 1997.

BLISHCHENKO, E. Y.; KALININA, O. A.; SAZONOVA, O. V;
KHAIDUKOQOV, S.V.; EGOROVA, N. S.; SUROVOY, AY.; PHIPPOVA, M. M.,
VASS, A. A., KARELIN, A. A.; IVANOQOV, V. T. Endogenos fragment of hemoglobin,
neokyotorphin, as cell growth facté&eptides v.22, n. 12, p. 1999-20008, 2001.

BLISHCHENKO, E.; SAZONOVA, O.; SUROVOQOY, A.; KHAIDKOV, S
SHEIKINE, Y.; SOKOLOV, D.; FREIDLIN, I.; PHILIPPOVA M.; VASS, A;
KARELIN, A.; IVANOV, V. Antiproliferative action of valorphin in cell cultures.
Journal of Peptide Sciencey. 8, n. 8, p.438-52, 2002.

97



BLISHCHENKO, E. Y.; YU, E.; SAZONOVA, O. V.; KALINNA, O. A;
MOISEEVA, E. V.; VASS, A. A.; KARELIN, A. A.; IVANOV, V. T. Anti-tumor effect
of valorphinin vitro andin vivo. Cancer Biology & Therapy, v. 4, n. 1, p. 118-124,
2005.

BIRD, J.; BEST, R.; LEWIS, D. A. The encapsulatmmninsulin in erythrocytes.
Journal Pharmacy and Pharmacologyv. 35, n. 4, p. 246-247, 1983.

BRANTL, V.; GRAMSCH, C.; LOTTSPEICH, F.; MERTZ, RJAEGER, K,
HERZ, A. Novel opioid peptides defived from hemagh: hemorphinsEuropean
Journal of Pharmacology, v. 125, p. 309-310, 1986.

CALVO, P. C.; REMUNAN-LO PEZ, J. L.; VILA-JATO, M.J. Novel
hydrophilic chitosan-polythylene oxide nanoparsclas proteincarriesJournal of
Applied Polymer Sciencey. 63, p. 125-132, 1997.

CHAWLA, A.; LAZAR, M. A. Peroxisome proliferatorra retinoid signaling
pathways co-regulate preadipocyte phenotype andivalir Proceedings of the
National Academy of Sciences U.S.A. 91, p. 1786-1790, 1994.

CHATTERJEE, S.; BANERJEE, D. Preparation, isolatiand characterization
of liposomes containing natural and synthetic pMethods in Molecular Biology, v.
199, p. 3-16, 2002.

CHAMBERS, E.; MITRAGOTRI, S. Long circulating naparticles via
adhesion on red blood cells: mechanism and extermiedlation. Experimental
Biology and Medicing v. 232, p. 958-966, 2007.

CHAMBERS, E.; MITRAGOTRI, S. Prolonged circulatiaf large polymeric
nanoparticles by non-covalent adsorption on ergiytes.Journal Controlled Release
v. 100, p. 111-119, 2004.

CINTI, C.; TARANTA, M.; NALDI, |.; GRIMALDI, S. Newly engineered
magnetic erythrocytes for sustainedand targetedresgl of anti-cancer therapeutic
compoundsPlos Onev. 6 n. 2, p. 1-9, 2011.

COLLETIER, J. P.; CHAIZE, B.; WINTERHALTER, M. e URNIER, D
Protein encapsulation in lipossomes: eficiency ddpeon interactions between protein
and phospholipid bilayeBMC Biotechnology, v. 2, p. 9, 2002.

COLLINS, T.; ROBBINS, S. L.; COTRAN, R. S.; KUMAR/. Fundamentos
de Robbins - Patologia Estrutural e FuncioNalva Guanabarg 2001, 780 p.

98



COTTER, S. M. Hematologyeton New Mediag 1.ed. 2001.

EDGREN, G.; BAGNARDI, V., BELLOCCO, RI; HJALGRIM, H
ROSTGAARD, K.; MELBYE, M.; REILLY, M.; ADAMI, H.; HALL, P.; NYRE'N, O.
Pattern of declining hemoglobin concentration befoancer diagnosis Gustaf Edgren.
International Journal of Cancer, v. 127, 1429-1436, 2010.

FERREIRA, M. A. N. D. Avaliacdo da angiogénesdlaimacdo e crescimento
tumoral em camundongos com delecdo génica dostoeespara o PAF (PAFR-KO).
164 f. Tese (Ciéncias Biologicas)niversidade Federal de Minas Gerais Belo
Horizonte. 2006.

FRUHWIRTH, G. O.; HERMETTER, A. Mediation of apogis by oxidized
phospholipidsSubcell Biochemistry, v. 49, p. 351-367, 2008.

GANTA, S.; DEVALAPALLY, H.; SHAHIWALA, A.; AMIJI, M. A review of
stimuli-response nanocarriers for drug and genevetgl Journal of Controlled
Releasev. 126. p. 187-204, 2008.

GE, H.; HU, Y.; JIANG, X.; CHENG, D.; YUAN, Y., BIH.; YANG, C.
Preparation, characterization, and drug releaseviets of drug nimodipine-loaded
poly(epsilon-caprolactone)-poly(ethyleneoxide)-fgepsilon-caprolactone) amphiphilic
triblock copolymer micelleslournal of Pharmaceutical Sciencesv. 91, p. 1463-1473,
2002.

GOTHOSKAR, A.V. Resealed erythrocytes: A reviewharmaceutical
Technology, p. 140-148, 2004.

GUPTA, A.; MISHRA, A. K.; BANSAL, P.; KUMAR, S.; GBTA, V.; SINGH,
R.; KALYAN, G. S. Cell based drug delivery systehmaugh resealed erythrocyte - A
review. International Journal of Pharmaceutical Sciences ad Drug Research v. 2,
n. 1, p. 23-30, 2010.

HAJDU, S. I. A. Note from history: the discovery bfood cells.Annals of
Clinical & Laboratory Science, v. 33, n. 2, p. 237-238, 2003.

HAMMER, @.; HARPER, D. A. T.; RYAN, P. D. PAST: Raintological
statistics software package for education and datalysis. Palaeontologia

Electronica, v. 4, n. 1, p. 9, 2001.

HANAHAN, D.; WEIBERG, R. A. Hallmarks of Cancer: €ilNext Generation.
Cell, v. 144, n. 5, p. 646-674, 2011.

99



HARTMAN, F. A.; LESSLER, M. A. Erythrocyte Measuremts in Fishes,
Amphibia and ReptileBiological Bulletin, v. 126, n. 1, p. 83-88. 1964.

IHLER, G.M.; TSANG, H.C.W. Hypotonic Haemolysis ethods for
Entrapment of Agent in Resealed Erythrocytédethods of Enzymology v. 149, p.
221-229, 1987.

HU, B.; WANG, S. S.; LI, J.; ZENG, X. X.; HUANG, QR. Assembly of
bioactive peptide-chitosan nanocomplégurnal of Physical Chemistry B v. 115, p.
7515-7523, 2011.

HUGHES, G. A. Nanostructure-mediated drug delivétgnomedicine: NBM,
v.1, p. 22-30.

Instituto Nacional do Cancer. Estimativa - 20iidéncia de Cancer no Brasil.
Disponivel em: <http://www.inca.gov.br/estimativdl2/index.asp?ID=2>Acessado
em: Dezembro de 2012.

IVANOV, V. T.; YATSKIN, O. N.; KALININA, O. A.; PHILLIPPOVA, M.
M.; KARELIN, A. A.; BLISHCHENKO, E. Y. Tissue-spefit peptide pools.
Generation and functioRure and Applied Chemistry, v. 72, n. 3, p. 355-363, 2000.

IVANOV, V. T.; KARELIN, A. A.; YATSKIN, O. N. Geneation of peptides by
human erythrocytes: facts and artifa&@spolymers (Peptide Science)v. 80, p. 332-
346, 2005.

JAIN, R. A. The manufacturing techniques of variousg loaded biodegradable
poly (lactide-co-glycolid) (PLGA) deviceBiomaterials, v. 21, p. 2475-2490, 2000.

JENEY, V.; BALLA, J.; YACHIE, A.; VARGA, Z.; VERCELOTTI, G. M,;
EATON, J. W.; BALLA, G. Pro-oxidant and cytotoxidfects of circulating heme.
Blood, v. 100, n. 3, p. 879-887, 2002.

KARDINAL, C. G.; YARBRO, J. W. A conceptual histonf cancer Seminars
in Oncology, v. 6, n. 4, p. 396-408, 1979.

KARELIN, A. A.; PHILIPPOVA, M. M.; KARELINA, E. V.; IVANOV, V. T.
Isolation of endogenous hemorphins-relared hemaglfvagments from bovine brain.
Biochemical and Biophysical Research Communicationy. 202, n. 1, 1994.

KARELIN, A. A.; PHILIPPOVA, M. M.; IVANOV, V. T. Pioteolytic
degradation of hemoglobin erythrocytes leads tdogioally active peptideeptides
v. 16, n. 4, p. 693-697, 1995.

100



HARTMAN; F. A.; LESSLER; M. A. Erythrocyte Measuramts in Fishes,
Amphibia and ReptileBiological Bulletin, v. 126, n. 1, p. 83-88, 1964.

HU, B.; WANG, S. S;; LI, J.; ZENG, X. X.; HUANG, QR. Assembly of
Bioactive Peptide-Chitosan Nanocomplexsésurnal Physics Chemistry B v. 115, n.
23, p. 7515-7523, 2011

LI, R.; RICHARDS, M. P.; UNDELAND, I. Characterizah of aqueous
components in chicken breast muscle as inhibitdrshemoglobin-mediated lipid
oxidation.Journal of Agricultural and Food Chemistry , v. 53, n.3, p. 767-775, 2009.

LIEPKE, C.; BAXMANN, S.; HEINE, C.; BREITHAUPT, N.STANDKER,
L.; FORSSMANN, W. Human hemoglobin-derived peptideshibit antimicrobial
activity: a class of host defense peptiddsurnal of Chromatography B, v. 791, p.
345-356, 2003.

LOTERO, L. A.; OLMOS, G., DIEZ, J. C. Delivery toanrophages and toxic
action of etoposide carried in mouse red bloodscBllochimistry. Biophysics Acta
1620, 160-166 (2003).

MADSEN, L.; PETERSEN, R. K.; SORENSEN, R. B.; JORGEN, C,;
HALLENBORG, P.; PRIDAL, L. FLECKNER, J.; AMRI, E.KRIEG, P,
FURSTENBERGER, G.; BERGE, R. K.; KRISTIANSEN, K. iidcyte differentiation
of 3T3-L1 preadipocytes is dependent on lipoxygeradivity during the initial stages
of the differentiation procesBiochemistry Journal, v. 375, p. 539-549, 2003.

MALAM, Y.; LOIZIDOU, M.; SEIFALIAN, A. M. Lipossomes and
nanoparticles: nanosized vehicles for drug deliveiry cancer. Trends in
Pharmacological Sciensess. 30, p. 592-599, 2009.

MEDEIROS, K. A. Desenvolvimento e test@s vitro de nanoparticulas de
quitosana para a liberacdo controlada de peptidatsumorais. 76f. Dissertacao
(Biologia Animal) - Instituto de Ciéncias BiologsaUniversidade de Brasilia
Brasilia, 2011.

MISHRA, P.K.; GULBAKE, A.; JAIN, A.; VYAS, S. P.;AIN, S. K. Targeted
delivery of an anti-cancer agent via steroid codpijgosomesDrug Delivery, v. 16, n.
8, p. 437-447, 2009.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellularogith and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assaylournal of Immunological
Methods, v. 65, p. 55-63, 1983.

101



MUZYKANTOV, V. R. Drug delivery by red blood cellsvascular carriers
designed by mother natufexpert Opinion Drug Delivery, v. 7, p. 403-427, 2010.

NAM, T. J.; BUSBY, W. H. JR; CLEMMONS, D. R. Humdibroblasts secrete
a serine protease that cleaves insulin-like grow#ttor-binding protein-5.
Endocrinology, v. 135, n. 4, p. 1385-91, 1994.

NYBERG, F; SANDERSON, K; GLAMSTA, E. The hemorphires new class
of opioid peptides derived from the blood protegmtoglobin. Biopolymers,, v. 43., n.
2, p. 147-156, 1997.

NOVOTNA, J.; BACAKAVA, L.; LISA, V.; NoVOTNA, T., VIZEK, H.J.
production of proteolytic enzymes in mast cellfrdblasts, vascular smooth muscle
and endothelial cells cultivated under normoxic hyppoxic conditions.Physiology
Researchv. 59, p. 711-719, 2010.

National Science Foundation (NSF). Nanotechnolagfindion. Disponivel em:
<http://www.nsf.gov/crssprgm/nano/reports/omb_ri@ysp>.Acessado emMarco de
2013.

OGISO, T., IWAKI, M., OHTORI, A. Encapsulation oedamethasone in rabbit
erythrocytes, the disposition in circulation andti-amflammatory effect. Journal
Pharmacobio-Dynamics v.12, n.4, p. 193-200, 1989.

OLSZEWSKI, M. M. Concepts of cancer from antiquity the nineteenth
century, Faculty of MedicinéJniversity of Toronto, v. 87, n. 3, p. 181-186, 2010.

PARISH, C. A.; JIANG, H.; TOKIWA, Y.; BEROVA, N.; KKANISHI, K;
McCABE, D.; ZUCKERMAN, W.; XIA, M. M.; GABAY, J. E.Broad-spectrum
antimicrobial activity of hemoglobirBioorganic & Medical Chemistry, v.9, p. 377-
82, 2001.

PEREZ-TAMAYO, R. Mechanisms of disease. Introductio Pathology, 2. ed.,
Year Book Medical Publishers Chicago, 1985.

PREGO, C.; FABRE, M.; TORRES, D.; ALONSO, M. J. ity and
mechanism of action of chitosan nanocapsules foal goeptide delivery.

Pharmaceutical Researchy. 23, n. 3, p. 549-556, 2006.

Ql, L.; XU, Z. In vivo antitumor activity of chit@n nanoparticleBioorganic
& Medicinal Chemistry Letters, v. 16, p. 4243-4245, 2006.

102



ROZENBERG, G. Microscopy hematology: a practicaildg for the laboratory
Harwood Academic Publisher 1. ed., 1997.

SAH, A. K.; RAMBHADE, A.; RAM, A.; JAIN, S. K. Resaled erythrocytes: a
novel carrier for drug targetingournal of Chemical and Pharmaceutical Research
v. 3, n. 2, p. 550-565, 2011.

SCHALLY, A.V.; BABA, Y.; NAIR, R.M.; BENNETT, C.D.The amino acid
sequence of a peptide with growth hormone-releasitgyity isolated from porcine
hypothalamusJournal of Biological Chemistry, v. 246 p. 315-328, 1971.

SEGUIN, J.; BRULLE, L.; L, BOYER, R.; LU, Y. M.; RKOS ROMANO M,
TOUIL, Y. S.; SCHERMAN, D.; BESSODES, M.; MIGNET,.NCHABOT, G. G.
Liposomal encapsulation of the natural flavonogkfin improves bioavailability and
antitumor efficacy.International Journal Pharmacology, v. 444, n. 1-2; p. 146-54,
2013.

SHASHANK, S. Novel drug delivery carrier: resealedrythrocytes.
International Journal of Pharma and Bio Sciencesv. 2, n. 1, p. 394-406, 2011.

SINGH, R.; SINGH, JW. Nanoparticle-based targetddug delivery.
Experimental and Molecular Pathology v.86, n. 3, p. 215-223, 2009.

SONG, C. Z.; WANG, Q. W.; SONG, C. C. Hemorphin asprognostic
biomarker and potential drug for breast candat@rnational Journal of Cancer, v.
131, p. 1011-1012, 2012.

TAKAGI, H.; SHIOMI, H.; HAYASHI, K.; KISO, Y.; KITAGAWA K.
Isolation of a novel analgesic pentapeptide, nemtdephin, from bovine brainLife

Sciencesv. 31, p. 1733-6, 1982.

TIYABOONCHAI, W. Chitosan nanoparticles: a promigirsystem for drug
delivery.Naresuan University Journal v. 11, n. 3, p. 51-66, 2003.

TORCHILIN, V. P. Recent advances with liposomeglaarmaceutical carriers.
Nature reviews v. 4, p. 145-160, 2005.

TORCHILIN, V. P. Targeted pharmaceutical nanocasrior cancer therapy
and imagingAaps Journal, v. 9, p. 128-147, 2007.

TORCHILIN, V. P. Intracellular delivery of proteiand peptide therapeutics.
Drug Discovery Today: Technologiesv. 5, p. 95-103, 2008.

103



YOO, J.; IRVINE, D. J.; DISCHER, D. E.; MITRAGOTR| S. Bio-inspired,
bioengineered and biomimetic drug delivery carrieMature Reviews Drug
Discovery, v. 10, p. 521-535, 2011.

ZHANG, J. D.; XING, X.; SUN, M. Q.; SONG, J. X.; OfANG, T. X. The
effects of chitosan on different-derived fibrobaghonghua Zheng Xing Wai Ke Za
Zhi, v. 20, n. 1, p. 53-56, 2004.

ZHANGA, G.; LIUA, T.; WANG, Q.; CHENC, L.; LEI, J.LUOA, J.; MAA,
G.; SUA, Z. Mass spectrometric detection of markeptides in tryptic digests of
gelatin:. A new method to differentiate between beviand porcine gelatirf-ood
Hydrocolloids, v. 23, p. 2001-2007, 2009.

ZHAO, Q. Y.; PIOT, J. M.; GAUTIER, V.; COTTENCEAWG. Peptic peptide
mapping by HPLC, on line with photodiode array detm, of a haemoglobin
hydrolysate produced at pilot-plant scale from dtafiltration process.Applied
Microbiology and Biotechnology, v. 45 p.778-84, 1996.

104



10. ANEXOS

105



10.1 Participagdo em eventos cientificos

Simpédsio Sul Brasileiro Microscopia e MicroanélisEBMM, 2012, Maringa,

Parana. Resumo expandido: Cinthia C. Bonatto; @tazA. Joanitti; Luciano

P. Silva.In vitro anticancer activity of hemoglobin-derived peptidiesded on

red blood cell mimetics. O trabalho apresentadfibrraa de painel foi premiado
com o 3° lugar no concurso de painéis do Simposib BBasileiro de

Microscopia e Microanalise.

IV Simpdsio em Biologia Animal, 2012, Brasilia. Reso: Cinthia C. Bonatto;
Graziella A. Joanitti; Luciano P. Silva. Hemaciasno sistema de entrega de
ativos antitumoraig vitro.

Il Encontro do Instituto Nacional de Ciéncia e felbgia em
Nanobiotecnologia, 2012, Goiania, GO. Apresentag@mthia C. Bonatto;
Graziella A. Joanitti; Luciano P. Silva. Hemaciasno sistema de entrega de
ativos antitumoraig vitro.

BONATTO, C. C. ; Joanitti, G. A. ; Silva, L. P. Aggentacdo: Heméacias: um
subproduto agropecuario como sistema de liberac@tersada de ativos
endogenosin vitro. In: XVII Encontro do Talento Estudantil da Embaap
Recursos Genéticos e Biotecnologia., 2012, Braslimis do XVII Encontro
do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéi@&istecnologia., 2012.

10.2 Publicagoes

Bonatto, C. C.; Silva, L. P. Oleic Acid: Dietary@oes, Functions and Health
Benefits - Evolutionary Aspects of Oleic Acid Biodlgesis and Incorporation
from Unicellular to Multicellular Organisms. 1. ddnited States of America:
Nova Science Publishers, 2013. v. 1. 7x10p.

106



