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QUADROS, Helenita Costa. Desenvolvimento de nanoparticulas para a liberacdo de
adrenomedulina-2 no miocardio infartado. 96 f. il. Dissertagdo (Mestrado em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador,
2018.

RESUMO

INTRODUCAO: O infarto do miocérdio (IM) representa a manifestagio mais significativa da
cardiopatia isquémica em todo o mundo. Atualmente, os tratamentos utilizados sdo invasivos,
de alto custo e dificil acesso pelo sistema publico de salde, além de ndo apresentarem a
capacidade de reparo do coracdo. Neste sentido, nanoparticulas (NPs) a base do copolimero
poli (&cido latico-co-glicolico, PLGA) tém sido investigadas como carreadores potenciais de
biomoléculas para a regeneracdo do miocardio lesionado, devido ao seu baixo potencial
imunogénico, adequado perfil de biodegradacdo e alta biocompatibilidade com o tecido
cardiaco. A adrenomedulina-2 (ADM-2), identificada como um novo fator angiogénico,
demonstra alto potencial terapéutico em disfuncées endoteliais. OBJETIVO: Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi produzir nanoparticulas poliméricas para a liberacdo do fator de
crescimento ADM-2 no miocardio infartado. MATERAIS E METODOS: Ap6s a producio
de pré-formulacdes e a padronizacdo da formulacdo a base de nanoparticulas com albumina
(BSA) pelo método de emulsdo multipla e extragdo de solvente, nanoparticulas contendo ADM-
2 foram preparadas e, em seguida, caracterizadas quanto aos parametros fisico-quimicos e
atividade bioldgica in vitro. RESULTADOS: Em suspensao, as particulas foram caracterizadas
guanto ao tamanho, indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta por espalhamento de luz
dindmico e mobilidade eletroforética, respectivamente. NPs-ADM-2 apresentaram didmetro
médio de 312,1 nm + 1,3, PDI de 0,34 £ 0,01 e potencial zeta de -31 mV, sem a presenca de
agregados. Apds 30 dias, houve um leve aumento de tamanho e PDI, mas sem alteracdo no
potencial zeta. NPs-ADM-2 foram avaliadas quanto a morfologia por microscopia eletrdnica,
apresentando-se dispersas, com forma esférica e superficie lisa. A eficiéncia de encapsulacao
foi de 67,28% determinada por ELISA, correspondendo a 134,5 ng de ADM-2 por mg de
formulacdo. NPs-ADM-2 apresentaram compatibilidade in vitro com macré6fagos da linhagem
J774 e cardiomiocitos da linhagem H9c2, conforme ensaios de citotoxicidade por
AlamarBlue®. Com relacdo a bioatividade, ADM-2 encapsulada foi capaz de estimular a
proliferacdo celular das linhagens endoteliais HUVEC e EA.hy926, indicando que a atividade
biolégica deste fator de crescimento foi preservada ap6s seu processo de formulacdo em
nanoparticulas de PLGA. CONCLUSAO: Este trabalho é o primeiro estudo de
desenvolvimento de uma nanoformulacdo de ADM-2, com potencial de inovagao no ambito da
terapia com fatores de crescimento direcionada ao infarto do miocardio.

Palavras-chave: Adrenomedulina-2; Nanoparticulas de PLGA,; Infarto do miocardio.



QUADROS, Helenita Costa. Development of nanoparticles for adrenomedullin-2 delivery in
infarcted myocardium. 96 f. il. Dissertation (Master em Biotecnologia em Saude e Medicina
Investigativa) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Myocardial infarction (MI) represents the most significant manifestation
of ischemic heart disease worldwide. Currently, the treatments used are invasive, high cost,
difficult to access by the public health system, and do not present the ability to repair the heart.
In this sense, nanoparticles based on the poly (lactic-co-glycolic acid, PLGA) copolymer have
been investigated as potential carriers of biomolecules for the injured myocardial regeneration,
due to its low immunogenic potential, suitable biodegradation profile and high biocompatibility
with cardiac tissue. Adrenomedullin-2 (ADM-2), identified as a novel angiogenic factor,
demonstrates high therapeutic potential in endothelial dysfunction. AIM: Thus, the aim of this
work was to produce polymeric nanoparticles for the delivery of ADM-2 growth factor in
infarcted myocardium. MATERIALS AND METHODS: After the production of pre-
formulations and the standardization of the formulation based on nanoparticles with albumin
(BSA) by the method of double emulsion and solvent extraction, nanoparticles containing
ADM-2 were prepared, and then characterized as physicochemical parameters and in vitro
biological activity. RESULTS: In suspension, the particles were characterized by size,
polydispersity index (PDI) and zeta potential by dynamic light scattering. Initially, the NPs-
ADM-2 formulation was turbid, with a mean diameter of 312.1 nm £ 1.3, PDI of 0.34 + 0.01
and zeta potential of -31 mV, without the presence of aggregates. After 30 days, there was a
slight increase in size and PDI, but no change in zeta potential. NPs-ADM-2 were evaluated
for morphology and size by electron microscopy, presenting spherical shape, smooth surface
and dispersed among them. The encapsulation efficiency was 67.28%, corresponding to 134.5
ng per mg of nanoparticle. The formulation also showed in vitro compatibility with J774
macrophages cell line and H9c2 cardiomyocytes cell line through AlamarBlue® cytotoxicity
assays. Adrenomedullin-2 entrapped into the nanoparticles was able to stimulate the cell
proliferation of the endothelial lines HUVEC and EA.hy926, indicating the bioactivity of the
loaded ADM-2 was preserved after the encapsulation. CONCLUSION: In summary, this is
the first report dedicated to develop a nanoformulation containing ADM-2, with innovative
potential for M1 using recombinant growth factors.

Key-words: Adrenomedullin-2; PLGA nanoparticles; myocardial infarction.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo consideradas as principais causas de morte
entre homens e mulheres no mundo, dentre todos os grupos étnicos e raciais (MATHERS;
LONCAR, 2006). No Brasil, as DCV também séo as principais causas de morte, com uma taxa
de mortalidade especifica para doencas isquémicas do coracdo de 53,8 Obitos a cada 100.000
habitantes (DATASUS, 2011).

O conjunto de desordens do coracdo e vasos sanguineos, incluindo doengas
coronarianas, cerebrovasculares e circulatérias, define as doencas cardiovasculares. A causa
mais comum para estas doencas é o bloqueio da passagem do fluxo sanguineo devido ao
acumulo de placas de ateroma nas paredes internas dos vasos sanguineos (OMS, 2017). Quando
ocorre a ruptura ou erosdo destas placas, ha a exposicdo do nicleo e matrizes altamente
trombogénicas, as quais geram a oclusdo da principal artéria no sitio da ruptura (ANDERSON;
MORROW, 2017). Assim, dentre as cardiopatias isquémicas, o infarto do miocardio (IM)
representa a manifestagdo mais significativa devido a perda excessiva de cardiomidcitos e o
desequilibrio entre a taxa de morte e renovacéo celular (OROGO; GUSTAFSSON, 2013).

Atualmente, os tratamentos para o IM incluem o uso de farmacos, procedimentos de
reperfusdo e revascularizacdo cirurgicas e, nos casos mais complexos, o transplante de coracédo
(REBOUCAS; SANTOS-MAGALHAES; FORMIGA, 2016c). Estes tratamentos sdo capazes
de dirimir os sintomas, reduzir a carga de DCV e gerar uma melhora significativa nos pacientes.
Entretanto, sdo considerados paliativos e incapazes de regenerar o tecido cardiaco isquémico
danificado (LAKSHMANAN; MAULIK, 2017).

Neste sentido, com o intuito de restaurar a estrutura e funcéo cardiaca ap6s o IM, novas
estratégias terapéuticas surgiram nas ultimas décadas. Abordagens emergentes incluindo as
terapias génica (GAFFNEY et al., 2007), celular (SEGERS; LEE, 2008) e com fatores de
crescimento tém sido exploradas no &mbito da regeneracdo do miocardio lesionado atraves da
restauracdo do fluxo sanguineo pela inducdo da angiogénese, caracterizada como um

importante mecanismo de reparo (FORMIGA et al., 2012).

A terapia com fatores de crescimento tem despertado grande interesse na medicina
cardiovascular, especialmente devido aos mecanismos regenerativos induzidos por estas
biomoléculas. Face a isquemia profunda, fatores de crescimento angiogénicos mostram-se
capazes de desenvolver uma vasculatura acessoria para 0 aumento do fluxo sanguineo local

(FOLKMAN, 1995). Além disso, diversos estudos ja demonstraram resultados promissores no
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ambito da regeneracdo cardiaca com a aplicacéo de fatores de crescimento, tais como VEGF,
FGF-2 e NRG-1 (FORMIGA et al., 2010, 2014a; PASCUAL-GIL et al., 2017). Dessa forma, a
adrenomedulina-2 (ADM-2), também conhecida como intermedina, surgiu como um novo fator
angiogénico com alto potencial terapéutico em disfungdes endoteliais (YI; WU; JIA, 2006),
além de atuar na regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e migracdo de uma variedade de
linhagens celulares (SHINDO et al., 2001).

Apesar do potencial terapéutico, as proteinas apresentam limitacGes, tais como curta
meia-vida biologica, baixa estabilidade em plasma e pouca especificidade aos 6rgaos-alvos.
Assim, a fim de superar estas limitacOes, recentes avancos na area de nanotecnologia
proporcionaram o surgimento dos sistemas de liberagdo controlada como uma alternativa para
melhorar a administracdo e eficacia das proteinas, uma vez que estas estratégias visam
prolongar a meia-vida, manter a bioatividade e controlar sua liberacdo nos tecidos-alvo
(ANSELMO; MITRAGOTRI, 2014).

Os sistemas de liberacdo controlada, tais como as nanoparticulas poliméricas, sdo
definidos como abordagens terapéuticas atuais que tém dado um novo direcionamento as
ciéncias biomédicas. O tamanho pequeno de particula, a capacidade de encapsular
biomoléculas, além de controlar e melhorar a biodistribuicdo do agente terapéutico, sdo
caracteristicas que demonstram versatilidade e elevado potencial destes sistemas (AGRAHARI,
2017). Dentre eles, as nanoparticulas tém sido descritas como sistemas de liberacdo controlada
de sucesso para muitas aplicacGes, destacando-se como estratégia promissora para a entrega de
proteinas no &mbito da regeneracdo cardiaca (FORMIGA et al., 2012; TIWARI et al., 2012).

Neste sentido, nanoparticulas de poli (acido latico-co-acido glicolico, PLGA),
caracterizadas com baixo poder imunogénico e adequado perfil de liberacdo (FORMIGA et al.,
2010; JAIN, 2000; SELCAN GUNGOR-OZKERIM et al., 2014), tém sido amplamente
utilizadas como sistema de liberacdo de biomoléculas (VILOS; VELASQUEZ, 2012). Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi caracterizar e investigar o potencial in vitro de

nanoparticulas poliméricas contendo adrenomedulina-2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPACTO GLOBAL DAS DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencas cardiovasculares (DCV) séo as principais causas de morte e invalidez em
todo 0 mundo (ROTH et al., 2015), acarretando em 17,3 milhdes de mortes por ano, um ndmero
que devera crescer para mais de 23,6 milhdes até 2030 (SMITH et al., 2012). Na tltima década,
a taxa de mortalidade aumentou em 12,5%, e atualmente as DCV compreendem

aproximadamente um terco (31%) de todas as mortes (HILL et al., 2017).

A transicdo epidemioldgica no século XX destacou-se por uma queda nas taxas de
mortalidade e desabilidade causadas por doencas comunicantes, e pelo crescente nimero de
doencas ndo-comunicantes (HILL et al., 2017). Devido ao aumento dos fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas ndo-comunicantes, as DCV tém sobressaido no cenario mundial
(YUSUF et al., 2001).

Um conjunto de doencas cardiacas e distdrbios dos vasos sanguineos, incluindo
principalmente doencas cardiacas coronarianas, cerebrovasculares e desordens circulatorias
define as doencas cardiovasculares (OMS, 2017). Nos Estados Unidos (EUA), as DCV
apresentam cerca de 801 mil mortes por ano, o que implica em 2.200 dbitos por dia e uma
média de 1 morte a cada 40 segundos. Além disso, estima-se que 92,1 milhdes de adultos dos
EUA tém pelo menos um tipo de DCV, e, até 2030, 43,9% da populacdo adulta desenvolvera
alguma doenca desse grupo (BENJAMIN et al., 2017). Este elevado impacto das DCV nos
EUA tem acarretado em grandes custos hospitalares com a cirurgia cardiovascular,
revascularizacdo e intervengdes percutaneas, culminando em até US $ 316,6 bilhdes em
investimento (MOZAFFARIAN et al., 2016).

Na Europa e Unido Europeia (UE), as DCV causam mais de 3,9 milhdes e 1,8 milhdes
de Obitos por ano, respectivamente, representando quase metade (45%) de todas as mortes na
Europa e mais de um terco (37%) nos paises que compdem a UE (OMS, 2008; WILKINS et
al., 2017). Para estes paises, os custos relacionados as DCV foram estimados em € 169 bilhdes
em 2006 (LEAL et al., 2006), e, atualmente, alcangam € 210 bilhdes por ano (WILKINS et al.,
2017).

No Brasil, as doencas cardiovasculares também sdo uma das principais causas de morte

entre homens e mulheres nas cinco regides do Pais. De acordo com o DATASUS (2014), a
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doenca isquémica cardiaca € a primeira causa de morte, com uma taxa de mortalidade especifica
de 53,8 dbitos a cada 100 mil habitantes. Na Bahia, esta taxa é de 33 oObitos a cada 100 mil
habitantes (DATASUS, 2011).

Estes dados indicam que, assim como nos paises desenvolvidos, os paises em
desenvolvimento também apresentam alto impacto relacionado as doengas cardiovasculares.
Somente no Brasil, os investimentos correspondem a 1,74% do produto interno bruto (NETO;
SILVA, 2008). Dessa forma, diante do impacto das doencas cardiovasculares no mundo, novas
estratégias tém sido investigadas visando a regeneracdo do miocardio apos eventos patoldgicos,
com o intuito de diminuir consideravelmente o numero de individuos com insuficiéncia

cardiaca ou que pudesse ir ao 6bito.

2.2 INFARTO DO MIOCARDIO

As doengas isquémicas do coragédo séo as principais causas de morte em todo o mundo,
gerando grandes encargos econdmicos, principalmente para os sistemas de saude publica.
Dentre as cardiopatias isquémicas, o infarto agudo do miocardio (IM) configura-se como a
principal manifestacdo, e sua etiologia esta associada a diminuicdo do fluxo sanguineo
coronariano, o qual acarreta em 70% de eventos fatais (MECHANIC; GROSSMAN, 2017).

Os fatores de risco associados ao IM podem ser divididos em fatores de risco néo-
modificdveis e modificaveis. Os fatores de risco ndo-modificaveis estdo associados com
caracteristicas inerentes ao individuo, tais como idade, sexo e histérico familiar. Ja os fatores
de risco modificaveis incluem o habito de fumar, exercicio, hipertensdo, obesidade, colesterol,
LDL e niveis de triglicerideos. Assim, como os fatores modificaveis sdo passiveis de alteracéo,
o IM pode ser prevenido. Entretanto, a negligéncia nos cuidados com a saude, bem como a
baixa taxa de abandono dos habitos prejudiciais, tem levado ao aumento da prevaléncia desta
doenca em muitos paises (SANCHIS-GOMAR et al., 2016; MECHANIC; GROSSMAN,
2017).

2.2.1 Fisiopatologia

O IM é o resultado de uma isquemia gerada pela interrupcdo prolongada do fluxo
sanguineo oxigenado para o musculo cardiaco (RUFAIHAH et al., 2016). Esse bloqueio

comumente ocorre devido a deposi¢do de placas aterosclerdticas nas paredes internas dos vasos
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sanguineos, gerando o acumulo de lipideos e debris celulares necréticos, macrofagos, fatores
de crescimento, citocinas, colesterol, célcio e células inflamatorias. A ruptura destas placas
promove aterotrombose, oclusdo do vaso e consequentemente danos isquémicos ao 6rgédo
(CARBONE et al., 2013).

Ao extrapolar um limiar critico de isquemia, ou seja, quando a isquemia miocéardica
ocorre por um periodo prolongado, h4 um agravamento dos mecanismos de reparo celular
destinados a manter a funcéo operacional normal e a homeostase do musculo cardiaco. Assim,
o limiar critico excedido acarreta na diminuicdo do fluxo sanguineo ao tecido, bem como em

danos irreversiveis a nivel celular, podendo levar & morte (BOLOOKI; ASKARI, 2010).

O IM apresenta-se de um modo tipico, iniciando nas camadas subendocardicas no centro
da area de risco, progredindo para as camadas subepicardicas e para as zonas marginais.
Durante a progressiva ocluséo da artéria coronariana, o endotélio cardiovascular é submetido a
hipoxia e perda de tensdo de cisalhamento. Consequentemente, o endotélio microvascular se
torna vulneravel, fraco, e eventualmente necrético. Além disso, esta injaria é acompanhada por
diminuicdes na densidade celular, integridade estrutural, capacidade de perfusdo e também
perda de vasodilatacdo (BETGEM et al., 2015).

Nas primeiras horas apés o infarto, as condigdes de hipdxia na microvasculatura
conduzem ao aumento do nimero de espécies reativas de oxigénio e do estresse oxidativo, 0s
quais juntos levam a destruicdo dos cardiomidcitos (CM) saudaveis, células musculares lisas e
células endoteliais, seguido pela degradacdo da matriz extracelular. Esta degradacdo da matriz
extracelular resulta em progressivos danos estruturais e funcionais ao tecido cardiovascular,
acarretando no afinamento da parede ventricular e dilatacdo (RODRIGO et al., 2013). Ainda,
ha o aumento da producéo de citocinas (fator de necrose tumoral, bradicinina, histamina, entre
outros) e de moléculas de peroxidacao lipidicas, assim como diminuicdo dos niveis de vitamina
no sitio do infarto (BETGEM et al., 2015).

Outros fatores também interferem diretamente na gravidade e tamanho do infarto,
incluindo o tamanho da area isquémica, a duracdo e intermiténcia da oclusdo coronariana
(Figura 1), e a magnitude do fluxo sanguineo colateral, ou seja, 0 qudo rapido o organismo é
capaz de formar novos vasos para perfundir a area ocluida (HEUSCH; GERSH, 2016;
SKYSCHALLY; SCHULZ; HEUSCH, 2008).
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Figura 1. Remodelamento adverso no ventriculo esquerdo apds afinamento e dilatagdo da parede do
miocéardio infartado. Fonte: adaptado de AWADA; HWANG; WANG, 2016.

O ventriculo esquerdo humano contém até 4 bilhdes de CM, e, em poucas horas, 0 IM
pode levar a apoptose e necrose de 25% deles (MURRY; REINECKE; PABON, 2006). Esta
natureza progressiva do IM pode ser ditada parcialmente pela perda expressiva de CM e a
inabilidade do miocardio de se autorregenerar. Assim, para conter esta perda, faz-se necessaria
a cicatrizacdo do miocardio infartado. Para isto, uma sequéncia programada de eventos
celulares conduz a formacdo de uma cicatriz baseada em colageno. Basicamente, o reparo do
miocardio infartado pode ser descrito em trés etapas: a fase inflamatdria, a fase proliferativa e
a fase de maturacdo (FRANGOGIANNIS, 2015).

O reparo cardiaco € resultado de uma série complexa e organizada de eventos, iniciados
por inflamac&o intensa e infiltragdo de células do sistema imunoldgico que desencadeiam uma
intensa, mas transiente resposta inflamatéria. Esta resposta digere e limpa a area infartada de
células mortas e fragmentos da matriz extracelular e, em seguida, € reprimida para que inicie a
fase proliferativa de cicatrizagdo. Durante a fase proliferativa, subpopulacGes de células
mononucleares e macrofagos secretam fatores de crescimento que recrutam e ativam células
mesenquimais reparadoras — predominantemente miofibroblastos e células vasculares. Os
miofibroblastos secretam grandes quantidades de proteinas da matriz extracelular a fim de
preservar a integridade estrutural do ventriculo esquerdo. Por fim, a apoptose da maioria das
células reparadoras marca o fim da fase proliferativa a medida que a formacédo de uma cicatriz
composta de colageno reticulado amadurece e a neovascularizacdo é ativada
(FRANGOGIANNIS, 2015; PRABHU; FRANGOGIANNIS, 2016).
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A perda aguda de células do musculo cardiaco resulta no aumento dos fatores que
induzem o padrdo Unico de remodelamento envolvendo a &rea infartada. A necrose continua
dos CM desencadeia uma cascata de sinais bioquimicos intracelulares que inicia e modula este
remodelamento, que inclui dilatacdo, hipertrofia, além da formacdo de cicatriz de colageno
(PFEFFER; BRAUNWALD, 1990).

O remodelamento ventricular é dividido em duas fases e pode prosseguir por semanas
ou meses. A fase precoce ocorre dentro de 72 horas e envolve a expansao da area infartada, a
qual pode resultar na ruptura ventricular precoce ou na formacéo de aneurisma. Ja a fase tardia,
que ocorre ap6s 72 horas, envolve todo o ventriculo esquerdo e est4 associado com o tempo de
dilatacdo, afinamento da parede e distorcdo da forma ventricular, além da hipertrofia mural. A
falha para normalizar o estresse aumentado na parede do musculo resulta na dilatacéo crescente,
recrutamento de deposicdo de colageno para cicatrizacdo e deterioracdo na fungdo contratil,
podendo acarretar em insuficiéncia cardiaca (SATTLER; ROSENTHAL, 2016; SHARPE,
2000).

Nesse contexto, devido ao processo danoso do remodelamento e a incapacidade do
coracdo de se autorregenerar, a regeneracdo cardiaca tornou-se um desafio a ser superado por

novas terapias.

2.3  REGENERACAO CARDIACA

A regeneracdo é um processo conduzido em paralelo a formacéo dos 6rgdos durante o
desenvolvimento embrionéario, o qual requer o controle da divisdo celular, diferenciacéo,
migracao, integracdo e maturacdo. Comparado com o desenvolvimento, a regeneracgdo a partir
da injuria é complicada, uma vez que necessita reconstituir o érgdo apds os danos causados
pelo remodelamento. E para isto, é imprescindivel limpar o tecido danificado ou com morte
celular, regular a inflamac&o, suprimir a fibrose, reconstituir os CM, matriz extracelular, vasos
sanguineos e sistema linfatico (CAHILL; CHOUDHURY:; RILEY, 2017).

As terapias farmacoldgica e de revascularizagdo tém melhorado o remodelamento
cardiaco adverso e diminuido a mortalidade causada pela insuficiéncia cardiaca. No entanto,
nenhuma destas abordagens é capaz de regenerar o tecido danificado (LE et al., 2017). Nos
mamiferos, um grande obstaculo para autorregeneracdo apOs o infarto € a capacidade

proliferativa limitada dos CM adultos. Durante o desenvolvimento embrionério tardio esta
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capacidade torna-se diminuida e é perdida quase completamente poucos dias ap6s o hascimento
(GALDOS et al., 2017; KOCHEGAROV,; LEMANSKI, 2016).

Embora ainda ndo se saiba ao certo a medida com que o coracdo adulto de mamifero
pode se regenerar, 0 coracdo de ratos neonatos se regenera facilmente, demonstrando
recuperacdo completa ap6s uma injdria grave. Os vertebrados inferiores também tém a
capacidade de regenerar quase completamente o 6rgdo. Por exemplo, o peixe-zebra apresenta
plasticidade miocardica, ou seja, é capaz de realizar a de-diferenciacdo a fim de promover a
proliferacdo dos CM e a subsequente regeneracéo apos a lesdo. Dessa forma, essas descobertas
nestes organismos menores sugerem que a geracao de novos CM a partir de CM existentes pode
ser possivel no coracdo humano adulto (BLOOMEKATZ; GALVEZ-SANTISTEBAN; CHI,
2016; VAN BERLO; MOLKENTIN, 2014).

No campo de investigacao do reparo cardiaco, a regeneracdo do miocardio apos injuria
tornou-se uma nova abordagem para o tratamento da insuficiéncia cardiaca. Embora a
intervencdo coronariana percutanea primaria (ICPP) seja eficaz na restauracdo do fluxo
sanguineo nos principais vasos do epicardio apds o infarto do miocardio, a falha para perfundir
a microcirculacdo é comum e esta associado com o processo de remodelamento. Neste sentido,
a restauracao da perfusdo miocardica efetiva atraves da regeneracdo da microcirculacdo na
coronaria, a qual compreende o endotélio vascular, musculo liso, fibroblastos e pericitos, torna-
se essencial para recuperacao do coragdo (CAHILL; CHOUDHURY:; RILEY, 2017).

Atualmente, a terapia celular, terapia génica, engenharia de tecidos, reprogramacéo e
modulacéo de reparo enddgeno, e o0 uso de biomaterais, tém surgido como estratégias com um
amplo espectro de abordagens, na tentativa de “criar” um novo miocardio ou promover sua
regeneracdo (CAHILL; CHOUDHURY; RILEY, 2017; LAFLAMME; MURRY, 2011).

24  TRATAMENTOS CONVENCIONAIS

Os tratamentos para o IM incluem os agentes farmacologicos, os quais atuam no alivio
dos sintomas e na tentativa de impedir a progressao da doenca. Dentre estes agentes existem os
inibidores da enzima conversora de angiotensina e B-bloqueadores, antiplaquetérios orais,
nitrato, opioides, entre outros, bem como estratégias de reperfusdo e revascularizagdo
coronariana, as quais compdem os tratamentos de segunda linha (PESARO; SERRANO JR.;
NICOLAU, 2004, REBOUCAS; SANTOS-MAGALHAES; FORMIGA, 2016a).
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Todas as modalidades de revascularizacdo do miocardio tém como principal objetivo o
reestabelecimento do fornecimento sanguineo adequado ao miocérdio. Dessa forma, em 1945,
Vineberg prop6s a revascularizacdo de maneira indireta, ou seja, a implantacdo da artéria
torécica no sitio de infarto do miocardio. Entretanto, o seu método foi questionado. Mais tarde,
em 1959, através dos estudos com cateterismo cardiaco na préatica clinica, Sones comprovou o
procedimento proposto por Vineberg, e entdo a revascularizagdo do miocérdio tornou-se grande
interesse na medicina (PAULO M. PEGO-FERNANDES, FABIO A. GAIOTTO, 2008).

No ambito da ICPP, a reperfusao é o tratamento de escolha para reduzir o tamanho do
IM, preservar a funcdo sistolica do ventriculo esquerdo e prevenir os pacientes contra o
aparecimento da insuficiéncia cardiaca. Contudo, embora as terapias de reperfusdo e
revascularizacdo tenham sido aprimoradas, e por consequéncia a taxa de mortalidade
decrescido nos ultimos 10 a 15 anos, 0 numero de pacientes com insuficiéncia cardiaca tem
aumentado. Mesmo apds estas terapias, 7% dos pacientes com infarto do miocérdio véo a ébito
e 22% apresentam insuficiéncia cardiaca apds um ano (HAUSENLOY; YELLON, 2016).

Outro tratamento de segunda linha para o IM e insuficiéncia cardiaca, também
caracterizado pela intervencdo cirurgica, é a cirurgia de revascularizacdo do miocéardio ou
simplesmente revascularizacdo do miocardio. Esta estratégia € uma abordagem invasiva que
restaura o fornecimento de sangue ao musculo cardiaco através da desobstrucdo do vaso
sanguineo, a partir de enxertos nativos ou sintéticos, que sdo escolhidos de acordo com o grau
de dano ao tecido cardiaco (LAKSHMANAN; MAULIK, 2017). De maneira geral, a
revascularizacdo cirurgica € indicada para pacientes com anatomia da coronaria favoravel, que
atendam critérios classicos e que apresentem complicacdes ou reincidéncia da angina e do
quadro isquémico. Ou seja, nem todos os pacientes sdo candidatos para este procedimento
(PIEGAS et al, 2015).

Os enxertos nativos aut6logos séo considerados padrdo ouro na revascularizacdo do
miocardio, uma vez que sao coletados dos proprios vasos sanguineos dos pacientes (artérias ou
veias) presentes nas pernas, abddmen, torax ou bragos, diminuindo os problemas de
incompatibilidade ou rejeicdo imunoldgica. Outras alternativas para revascularizacdo cardiaca
incluem a angioplastia e a introducéo de stents (LAKSHMANAN; MAULIK, 2017).

Para os pacientes com o quadro clinico mais grave, o transplante de coracdo faz-se
necessario. Em 1967, Barnard foi o primeiro a realizar a cirurgia de transplante cardiaco em
humanos, e, a partir deste fato, o interesse pelos transplantes de coracéo se estendeu por todo o

mundo aumentando a sobrevida dos pacientes através da restauracdo da funcdo cardiaca.
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Contudo, nem todos que necessitam sdo aptos para receber o 6rgdo, seja devido a idade
avancada, neoplasia associada, ou outra intercorréncia. Ja os pacientes que sdo considerados
aptos para esta intervencdo enfrentam a escassez de doadores e a fila de espera, que, em ultima
instancia, acarretam no Obito de 25% a 40% dos individuos antes de serem submetidos ao
procedimento (FIORELLI et al., 2008; PIEGAS LS, 2015).

Apesar dos tratamentos convencionais reduzirem, até certo ponto, a carga patologica
global das DCV, eles nédo possibilitam o reparo ou regeneracao do tecido isquémico com injuria
(LAKSHMANAN; MAULIK, 2017). Portanto, novas abordagens sdo necessarias para

restaurar a estrutura do tecido cardiaco e seu funcionamento apos o infarto.

2.5 TERAPIAS EMERGENTES

Novas terapias vém surgindo nas Ultimas décadas a fim de promover o reparo e a
regeneracdo do tecido cardiaco através da compensacao dos cardiomidcitos perdidos durante
as DCV, isto é, aumentar o numero de células funcionais para o melhoramento do desempenho
do coragdo, bem como diminuir a fibrose, restabelecer os parametros mecanicos cardiacos e
tornar o microambiente menos hostil. Estas novas estratégias terapéuticas incluem as terapias
génica, celular e a utilizacdo dos fatores de crescimento (REBOUCAS; SANTOS-
MAGALHAES; FORMIGA, 2016).

2.5.1 Terapia génica

Segundo a Sociedade Americana de Terapia Génica e Celular, a terapia génica é
definida como um conjunto de estratégias que modificam a expressdo de genes de um individuo
ou reparam genes anormais. Na cardiologia, esta terapia envolve a entrega de genes para o
miocardio, a qual resulta na producdo de fatores de crescimento que estimulam o crescimento
de vasos sanguineos (ROBICH et al., 2011). Com o advento da tecnologia do DNA
recombinante, descoberto por volta de 1970, novas ferramentas foram fornecidas para o
desenvolvimento desta abordagem.

A terapia génica cardiovascular ¢ a terceira aplicagdo mais popular da terapia génica,
considerada uma abordagem emergente e de amplo espectro para diversas aplicacGes, sobretudo
na angiogénese terapéutica. Em 2012, foram estimados 8,4% de todos 0s ensaios com esta

terapia. Nos Ultimos anos, no &mbito das doencas cardiovasculares, sua utilizacdo tem
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possibilitado avancos na pesquisa, principalmente para os tratamentos de hiperlipidemias,
restenose pos-angioplastia, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca (RISSANEN; YLA-
HERTTUALA, 2007; SCIMIA; GUMPERT; KOCH, 2014).

Para a transferéncia de genes, dois tipos de vetores podem ser usados: vetores de origem
n&o-viral ou viral. De um modo geral, os vetores usados para transferéncia de genes para o
coragdo apresentam uma baixa eficiéncia de transducdo, baixa eficacia e sao dificeis de serem
produzidos em larga escala. Predominantemente, o DNA plasmidial é o vetor mais utilizado,
devido a facil producdo e seguranca. Entretanto, 0 seu uso nos ensaios clinicos resultou em
baixa eficicia na transferéncia génica, além de causar febre transitoria, inflamagcdo e até infarto.
Neste sentido, torna-se necessario investigar mais afundo a otimizacdo dos vetores para a
entrega de genes, bem como avaliar as abordagens da terapia génica para as doencas
cardiovasculares, uma vez que as mesmas terdo de demonstrar vantagens em relacéo as terapias

convencionais, para que se tornem atrativas (GAFFNEY et al., 2007).

2.5.2 Terapia celular

De acordo com as propriedades das células-tronco, sob condi¢fes adequadas estas
células podem se diferenciar em cardiomidcitos e fornecer o nimero de células desejadas para
o transplante e recuperacao do 6rgdo apo6s a disfuncéo cardiaca. As células-tronco embrionarias
(CTE), mesenquimais, pluripotentes induzidas, entre outras, ja demonstraram muitos beneficios
no quadro de infarto do miocéardio. Estudos mostram que as CTE exibem atividade espontanea
de batimento cardiaco, além de melhorar a funcdo ventricular. No entanto, para o uso clinico,
estas células ainda necessitam superar grandes obstaculos, como a rejei¢cdo do aloenxerto, o
potencial oncogénico e as divergéncias ética e politica, que impedem seu uso (GORADEL et
al., 2018).

As celulas-tronco cardiacas isoladas do coragdo adulto do proprio paciente surgiu como
uma alternativa promissora. Experimentos em modelos animais e mais recentemente ensaios
clinicos em estagios iniciais ttm mostrado resultados animadores. Contudo, a senescéncia,
baixa taxa proliferativa, bem como a disfuncdo secundéria associadas ao IM sdo grandes
limitacOes destas células no contexto da terapia celular (LALIT et al., 2014). Por outro lado, o
uso das células tronco-mesenquimais surge como uma opg¢ao para a regeneracdo dos tecidos

com injuria.
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As células-tronco mesenquimais emergiram como possiveis contribuintes para a
recuperacdo do musculo cardiaco ap6s o evento de IM, devido a sinalizagdo paracrina e ndo
pelo efeito direto destas células. De um modo geral, o efeito paracrino sugere que o baixo
numero de células retidas ou que possam ser introduzidas pode promover efeitos restauradores,
tais como a formacéo de novos vasos para evitar que os CM residentes sofram apoptose, além
de mobilizar células-tronco cardiacas residentes para potencializar a vascularizagcdo e
cardiomiogénese (Figura 2) (LALIT etal., 2014; ROURA et al., 2017).

Figura 2. Potenciais mecanismos dos efeitos paracrinos na terapia celular apés o infarto do miocérdio.
Fonte: adaptado de LALIT et al. 2014.

O efeito paracrino de citocinas e fatores de crescimento a partir das células-tronco
transplantadas via terapia celular € fundamental para a melhora funcional do coragéo. Os fatores
paracrinos constituem os contribuintes chave com efeitos pleiotrdpicos, incluindo atividades
anti-inflamatoria, anti-fibrotica e pro-angiogénica (TACHIBANA et al., 2017).

2.5.3 Terapia com fatores de crescimento

As proteinas, incluindo os fatores de crescimento (FC), horménios, citocinas,
quimiocinas, anticorpos, fatores de transcricao e enzimas, sdo essenciais na sinalizacao e funcéo
celular. As proteinas transmitem sinais que desencadeiam varios processos celulares entre as
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celulas de mesmo tipo ou diferentes, matriz extracelular e diferentes 6rgéos e tecidos, tornando
estas biomoléculas de grande interesse na regeneracdo cardiovascular (AWADA, H. K.,
HWANGA, M. P.; WANG, 2016).

Dentre os diferentes agentes terapéuticos que objetivam a regeneracéo cardiaca apos um
processo isquémico, 0s peptideos e proteinas representam uma fonte consolidada. Estas
biomoléculas sdo capazes de promover o reparo cardiaco através da ativacdo de células
progenitoras cardiacas endogenas no sitio da injuria, inducdo da proliferacdo de cardiomidcitos
e neovascularizacdo. Além disso, a maior acessibilidade destes biofarmacos e avancos na area
minimizaram a imunogenicidade e aprimoraram a meia-vida in vivo destas proteinas,

possibilitando uma ampla variedade de modalidades terapéuticas (HASTINGS et al., 2015).

A atividade de sinalizacdo paracrina dos fatores solUveis, incluindo citocinas e FC
secretados pelas células ou administrados de forma exdgena, estimula o reparo cardiaco. Os
principais mecanismos potenciais sdo 0 aumento da angiogénese, a protecdo das células
enddgenas, atenuacdo do processo inflamatorio e o estimulo das células a entrarem novamente
no ciclo celular (HASTINGS et al., 2015; TURAN et al., 2016).

2.5.3.1 Fatores de crescimento e a angiogénese

O uso de FC proteicos na terapia angiogénica foi uma das primeiras modalidades a ser
exploradas, uma vez que a angiogénese revela-se uma estratégia promissora para o aumento do
fluxo sanguineo em pacientes com doenca isquémica cardiaca, especialmente aos que ndo sao

candidatos as técnicas de revascularizagdo convencionais (THIAGARAJAN et al., 2017).

Durante a isquemia profunda, a resposta natural do organismo inclui a alta regulacéo de
FC angiogénicos e a mobilizacdo de elementos celulares circulantes que, em conjunto, sdo
capazes de desenvolver uma circulacdo acessoria. Esta circulagdo acessoria é conhecida como
angiogénese, definida como o processo de formacdo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos pré-existentes através do brotamento ou pelo processo de divisdo longitudinal
(FORMIGA et al., 2012; THIAGARAJAN et al., 2017).

A entrega de proteinas € a estratégia mais direta para a angiogénese terapéutica, sendo
considerada uma terapia simples quando comparada as terapias celular e génica. Muitos FC
pré-angiogénicos, tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
neuroregulina-1 (NRG-1) (FORMIGA et al., 2014a), o fator de crescimento de fibroblastos 2
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ou bésico (FGF-2) (HOUSE et al., 2015), entre outros, demonstraram-se eficazes ndo apenas
ao estimularem a angiogénese, mas também ao promoverem cardioprotecdo e reparo de um
modo geral (CHU; WANG, 2012).

No processo isquémico, os fatores de inducdo da hipoxia (HIF) sdo imediatamente
ativados e induzem a liberagdo de VEGF-A, um fator angiogénico essencial. Entretanto, nas
primeiras horas ap6s o processo de reperfusdo do coracdo, a resposta angiogénica é suprimida
pelos inibidores da angiogénese para que haja a limpeza do tecido necrotico local. Assim, apos
24 horas de reperfusdo, os fatores antiangiogénicos encontram-se ndo expressos, permitindo
que ocorra os processos de proliferacdo e migragédo celular, ambos estimulados pelo fator de
crescimento (VAN DER LAAN; PIEK; VAN ROYEN, 2009).

Durante a hipoxia, os fatores de crescimento angiogénicos ativados também acarretam
na separacdo dos pericitos que compdem 0s vasos sanguineos, permitindo o afrouxamento das
juncdes célula-célula, diferenciacdo das células endoteliais, entre outras fungdes. Assim, este
processo estimula a formacdo de novos vasos sanguineos e perfusdo local. Para maturacdo e
estabilizacdo, os pericitos sdo recrutados para envolver os novos vasos formados (AWADA, H.
K., HWANGA, M. P.; WANG, 2016).

Os dois FC mais bem estudados até o momento s&o o VEGF e o FGF. O VEGF-A ¢ um
mitdgeno que estimula o crescimento das células endoteliais, e € um potente vasodilatador
secundario a producédo de 6xido nitrico, promovendo a permeabilidade vascular. Além disso,
estimula a liberacdo das células progenitoras endoteliais a partir da medula éssea durante a
hipdxia. J& 0 FGF-2 ou FGF basico induz a proliferacdo e migracdo de células endoteliais e
células musculares lisas, bem como a organizacdo fisica das células em estruturas do tipo
tubular e angiogénese. Este fator também tem atividade sobre outras moléculas pré-
angiogeénicas, tais como o fator de crescimento de hepatdcitos, fator de crescimento derivado
de plaquetas, entre outros (AWADA, H. K., HWANGA, M. P.; WANG, 2016; ROBICH et al.,
2011). Apesar dos avancos com estes FC, a busca por novos peptideos e proteinas com atividade

angiogénica, como a adrenomedulina-2, é necessaria.

Na terapia proteica baseada na angiogénese, uma ou varias proteinas exdgenas sao
administradas para intervir no processo endégeno em varios niveis reduzindo a resposta
inflamatdria, controlando a renovagdo da matriz extracelular e promovendo a sobrevivéncia e
proliferacéo celular no local da leséo através da formagéo de novas artérias e/ou vasos. Neste
sentido, a homeostase metabdlica e a funcdo contratii podem ser restauradas, e,

consequentemente, a recuperacdo da funcdo cardiaca pode ser alcancada (FORMIGA et al.,
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2012). Contudo, existe um grande desafio em manter a atividade dos FC no sitio especifico de

interesse.

26  ADRENOMEDULINA-2

Descoberta em 2004 por dois grupos de pesquisa, a adrenomedulina-2 (ADM-2),
também conhecida como intermedina (IMD), é um novo membro da familia de peptideos
relacionados ao gene da calcitonina/calcitonina (CGRP/CT), a qual inclui também a amilina,
adrenomedulina (AM), CGRP e calcitonina. A ADM-2 é expressa em 6rgdos periféricos,
sistema nervoso central e também no coragdo, através dos cardiomidcitos, fibroblastos
localizados no ventriculo humano, e pelas células endoteliais da aorta e cardiacas
microvasculares (BELL et al., 2016a; HONG et al., 2012; ROH et al., 2004).

O complexo de receptor do tipo receptor calcitonina (CRLR ou CL) e uma das trés
proteinas modificadoras da atividade dos receptores (RAMP) formam os receptores para AM e
CGRP. O complexo de CRLR e RAMP1 formam receptores para CGRP, enquanto que o
complexo CRLR e RAMP2 ou RAMP3 formam receptores para AM. Ja a ADM-2 pode se ligar
ndo-seletivamente ao complexo de CRLR e em qualquer um dos trés RAMP (Figura 3) (BELL;
MCDERMOTT, 2008; TAKAHASHI et al., 2006).

Poténcia agonistaz: CGRP>IMD>AM AM>IMD>CGRP AM>IMD>CGRP

Transdugdo de sinal: +ve
vV Adenilato ciclase vV Adenilato ciclase \ Adenilato ciclase
\ Fosfolipase C-p ? Fosfolipase C- ? Fosfolipase C-p
? PI3-K ? PI3K ? PI3-K
?Canal de K+ ? Guanilato Ciclase ? Guanilato Ciclase

Figura 3. CGRP, adrenomedulina e ADM-2/IMD e suas poténcias como agonistas aos receptores CL
RAMP1, RAMP2 ou RAMP3. Uma proteina componente receptora (RCP) também é acoplada para a
ativacdo 6tima do sinal de transdugdo. Fonte: adaptado de BELL; MCDERMOTT, 2008.
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Quando os peptideos desta familia se ligam ao receptor CRLR, este sofre alteraces
conformacionais as quais resultam no acoplamento as proteinas Gs, ativacdo da adenilato
ciclase e ao acumulo intracelular de AMP ciclico quando ativado por um agonista. Assim, se a
ADM-2 atua através do CRLR, este peptideo também pode ativar estas vias de sinalizacdo. Para
os efeitos farmacoldgicos nos tecidos vascular e endotelial, a ADM-2 ativa, principalmente, a
via de sinalizagdo adenilato ciclase (AC), cAMP/proteina quinase A (PKA), mas outras vias
também podem ser ativadas (HONG et al., 2012).

Os peptideos desta familia induzem a multiplos efeitos bioldgicos, incluindo potente
vasodilatacdo causada pela AM e CGRP, redugédo na ingestdo de nutrientes pela amilina e
diminuicdo da reabsorcdo 6ssea pela calcitonina. Assim como a AM e o CGRP, a ADM-2
estimula a producdo de adenosina monofosfato ciclico e desempenha uma potente acao
vasodilatatoria (HIROSE et al., 2008). Além disso, a ADM-2 tem atividade anti-apoptotica,
inotropica, angiogénica e também atua na diminuig&o do estresse oxidativo e do remodelamento
cardiaco (BELL et al., 2016b; BELL; MCDERMOTT, 2008; HOLLANDER et al., 2014).

O processo de formacédo do Iimen é um ponto chave na angiogénese, uma vez que ele
é crucial para a formacdo de uma vasculatura bem perfundida. Neste sentido, devido a
capacidade de induzir a fosforilagdo da proteina ERK 1/2 nas células endoteliais através de um
mecanismo ainda ndo identificado, a ADM-2 aumenta efetivamente a perfusao de sangue via o
alargamento do lumen vascular, e este efeito ocorre devido ao aumento do nimero de células
endoteliais e ndo a alteracdo da forma destas células (WANG et al., 2017). Este mecanismo
indica um potencial uso da ADM-2 como uma nova estratégia terapéutica para doencas
isquémicas, haja vista a capacidade de estimular uma maior perfuséo sanguinea.

Ainda no sistema cardiovascular de mamiferos, a ADM-2 tem atividade protetora no
coracdo contra a injaria causada pela isquemia e desempenha uma importante resposta
regulatoria na insuficiéncia cardiaca. Em roedores, estudos demonstram que a administracao de
ADM-2 atenua a leséo da isquemia-reperfuséo aguda em coracdes isolados perfundidos (BELL
et al., 2016b).

Nos Ultimos anos, a ADM-2 tem sido descrita como um peptideo vital das fungoes
cardiacas e da manutencdo da homeostase vascular. Nas doencas vasculares, a ADM-2
desempenha um papel protetor efetivo na funcdo da barreira endotelial, com grande efeito anti-
inflamatdrio. Na aterosclerose, esse peptideo tem um efeito inibitério na progressdo da placa
aterosclerotica, atenuando o processo isquémico (NI et al., 2014).

De maneira autdcrina ou parécrina, a ADM-2 atua na regulacdo das fungdes cardiacas

normais e em processos patoldgicos, diminuindo a fibrose apds injaria, a inflamacéo e o
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tamanho da area do infarto (YANG et al., 2013; ZHANG et al., 2009). Além disso, como
descrito pela primeira vez como um novo fator angiogénico, este peptideo também pode

promover a migracao celular e a neovascularizacao (SMITH et al., 2009).

2.7  LIMITACOES DO USO TERAPEUTICO DE FATORES DE CRESCIMENTO

Apesar do potencial dos FC na angiogénese, a rapida eliminacdo pelo sistema
mononuclear fagocitario e a curta meia-vida bioldgica, assim como a baixa retencéo e atividade
funcional s&o problemas criticos na sua administracdo sistémica. Esta administracdo acarreta
em pouco efeito no local desejado, altas doses e repetidas inje¢des, além de dificultar a adeséo
a terapia. Sob certas circunstancias, quando o nivel destas doses se encontra minimamente
elevado, estas biomoléculas podem apresentar toxicidade e gerar efeitos adversos aos pacientes.
Portanto, sua aplicacdo de modo convencional € limitada, necessitando do desenvolvimento de
novos carreadores de drogas (LI1U et al., 2014).

As diversas funcbes cardioprotetoras e reparadoras destacam a ADM-2 como um fator
de crescimento potencial a ser explorado na regeneracdo cardiaca. Entretanto, assim como 0s
demais FC, este peptideo também apresenta limitacdes. Neste contexto, a incorporacdo da
ADM-2 em um sistema de liberacéo controlada torna-se fundamental para uma resposta efetiva
na regeneragao cardiaca.

Entretanto, para garantir a efetividade de resposta no sitio desejado, os carreadores de
droga devem escapar do reconhecimento e captura do sistema mononuclear fagocitario apos
administragdo in vivo. Dessa forma, os elementos furtivos adicionados a estas nanoestruturas
tornam-se uma alternativa. Dentre estes elementos, o polietilenoglicol (PEG) tem sido bastante
explorado, tornando as nanoestruturas “invisiveis” e com maior capacidade de permanecerem

por mais tempo na circulacéo sisttmica (MOGHIMI; HUNTER, 2001).

2.8  SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

A entrega de drogas é o método ou processo de administracdo de uma droga ou
biomolécula, com finalidade de alcangar um efeito terapéutico. Descrito como um avango na
ciéncia, os sistemas de liberagdo controlada surgiram para aprimorar esse processo, oferecendo

inimeras vantagens sob as formas de entrega convencionais, incluindo o aumento da eficécia,
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liberagdo controlada e direcionamento ao sitio-alvo, reducdo da toxicidade, bem como maior
conveniéncia aos pacientes (TIWARI et al., 2012; UHRICH et al., 1999).

Todos os sistemas de liberacdo controlada objetivam melhorar a efetividade da terapia
com drogas ou proteinas. A melhoria é refletida através do aumento da atividade terapéutica
comparada a intensidade dos efeitos colaterais, reduzindo o numero de administracfes do
farmaco durante o tratamento, eliminando a necessidade de inimeras injecdes, e promovendo
a atividade dentro da janela terapéutica (UHRICH et al., 1999).

Estas novas abordagens nanotecnologicas tém conduzido a um novo direcionamento
no ambito terapéutico. O tamanho pequeno de particula e a capacidade de encapsular moléculas
pequenas e bioldgicas apresentam inumeros beneficios aos agentes encapsulados, protegendo-
os do ambiente biologico e melhorando sua biodistribuicdo. Além disso, a liberacdo controlada
ou em resposta ao estimulo, aprimoram a entrega do terapéutico, tornando estas formulacGes
sistemas versateis para varias aplicagdes (AGRAHARI, 2017).

A escolha do sistema de liberacdo controlada depende das propriedades inerentes as
drogas ou biomoléculas, incluindo a solubilidade, peso molecular, bem como a finalidade
terapéutica. Com relacdo as moléculas organicas pequenas, como 0s peptideos e proteinas, a
encapsulacdo em nanoformulagdes € a estratégia mais comum. Os tipos de formula¢Ges mais
comumente empregados sdo os lipossomas, nanoparticulas, nanotubos, conjugados poliméricos
e micelas (GELDENHUYS et al., 2017).

Dentre estas formulacBes, as nanoparticulas poliméricas tém sido usadas
preferencialmente como um veiculo de entrega de drogas, devido a sua excelente eficiéncia de
encapsulacdo e entrega de um amplo nimero de agentes terapéuticos. Além disso, o tamanho
inferior das NPs poliméricas em relacdo as microparticulas favorece sua administracdo pela via
parenteral, uma vez que ha maior facilidade no translocamento através da superficie epitelial.
Ademais, as NPs poliméricas também exibem alta estabilidade em fluidos bioldgicos
comparado aos lipossomas e NPs lipidicas solidas, tornando-as mais adequadas. Estas
versatilidades atreladas a liberacdo controlada, a protecdo do agente terapéutico encapsulado,
especialmente proteinas e peptideos, e a alta biocompatibilidade ao tecido, tornam as NPs
poliméricas um sistema de drogas de maior interesse (HE et al., 2010; PATEL et al., 2014;
ZHAO et al., 2016).

De um modo geral, os sistemas de liberacdo controlada baseados em biomateriais tém
demonstrado grande potencial na terapia proteica, especialmente na regeneracdo cardiaca. A
anatomia e fisiologia cardiaca tém sido restauradas ao seu estado bioldgico normal através do

uso destes sistemas, 0s quais oferecem maior protecao para os fatores de crescimento contra a
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degradacdo in vivo. Além disso, na terapia celular, as células-tronco dependem da atividade de
sinalizagéo celular desempenhada pelos fatores de crescimento para manter sua sobrevivéncia,
crescimento e diferenciacdo. Dessa forma, os sistemas de liberacdo de proteinas a base de
biomateriais, as células tronco e os fatores de crescimento tém funcionado como uma

abordagem integrada que compde a engenharia de tecidos (Figura 4) (CHERAGHI et al., 2017).

[ Biomateriais ]

Migragcio celular \ Protecio a proteina
Comportamento celular y Liberacio Controlada

Efeitos colaterais reduzidos
Engenharia de
Tecidos

= *
*

Fatores de Crescimento

x
*
*
L

[ Células-Tronco }

Diferenciacio celular
Viabilidade celular

Figura 4. Integracdo entre os biomateriais, fatores de crescimento e células-tronco através da
engenharia de tecidos. Fonte: adaptado de PASCUAL-GIL et al., 2015.

2.8.1 Nanoparticulas poliméricas para a aplicacdo cardiaca

Com o desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados de liberacdo controlada, um
consideravel interesse tem surgido acerca das nanoparticulas (NPs) biodegradaveis. Mais
especificamente, as NPs poliméricas biodegradaveis tem atraido aten¢cdo como uma potencial

plataforma de entrega de proteinas e peptideos (SOPPIMATH et al., 2001).

No geral, as NPs poliméricas sdo caracterizadas como nanocarreadores com tamanho
variando de 10 a 1.000 nanémetros, dependendo do método de formulacdo. Além disso, as NPs
podem ser dividas em nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si segundo a
composicdo e organizacdo estrutural. As nanocépsulas sdo constituidas por um involucro
polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o bioativo ou agente terapéutico
estar dissolvido neste nicleo e/ou adsorvido a parede polimérica, enquanto que as nanoesferas,

que ndo apresentam 6leo em sua composi¢do, sao formadas por uma matriz polimérica, onde o
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bioativo pode ficar retido ou adsorvido (Figura 5) (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH
etal., 2001).

Devido a habilidade para manter a estabilidade da proteina e seu direcionamento ao sitio

Nanocapsulas Nanoesferas
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Figura 5. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas. Fonte: SCHAFFAZICK et al.,
2003.

onde devera ser estimulada a angiogénese, as NPs poliméricas tornaram-se carreadores
atrativos para o reparo cardiaco. Outrossim, esse nanossistema também é capaz de penetrar nos
vasos em tecido perfundido, devido a porosidade e permeabilidade aumentadas. Esse fenémeno
é conhecido como o efeito de retencdo e permeacdo aprimorada, e ja é bem caracterizado em
modelos de cancer, no qual observa-se uma ruptura anormal e a presenca de poros quando
comparado a vasculatura normal. No infarto do miocérdio, as NPs podem se acumular na regiao
cardiaca com injuria, enquanto a permeabilidade vascular é aprimorada (DVIR et al., 2012;
HO; POINARD; KAH, 2016; MATOBA; EGASHIRA, 2014).

Estudos ja vém demonstrando as vantagens do uso de NPs como carreadores de fatores
de crescimento no infarto do miocéardio. Como demonstrado por Chang e colaboradores (2013),
as NPs de PLGA foram essenciais para o efeito prolongado do fator de crescimento do tipo
insulina (IGF-1), o qual promoveu a redu¢do do tamanho do infarto, prevencédo contra apoptose
e melhora da funcéo cardiaca. Além do infarto, esse nanossistema também pode ter aplicacao
em outras patologias associadas ao sistema cardiovascular. A exemplo, Matoba e colegas
(2017) testaram NPs poliméricas de PLGA para intervir na inflamacdo causada pela

aterosclerose, e concluiram uma melhora no quadro, bem como a efetividade do carreador.

2.8.2 Copolimero de poli (acido latico-co-acido glicdlico)

Atualmente, varios biomateriais sintéticos sdo investigados, incluindo caprolactona,

poliuretano, e &cidos latico e glicdlico (CHERAGHI et al., 2017). Dentre eles, o poli (&cido
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latico-co-&cido glicolico) ou PLGA é o nanossistema biodegradével de maior sucesso para o
desenvolvimento da hanomedicina, devido a sua hidrélise no corpo, o qual produz metabolitos
monométricos biodegradaveis. Uma vez que estes mondmeros sdo produzidos, uma baixa
toxicidade sistémica estd associada ao PLGA, tornando-o um biomaterial seguro (KUMARI;
YADAYV; YADAYV, 2010).

O PLGA é um copolimero de poli acido latico (PLA) e poli &cido glicélico (PGA)
(Figura 6) aprovado pelo 6rgdo de Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) dos
Estados Unidos, caracterizado como um copolimero biodegradavel, altamente biocompativel e
0 mais popular entre os disponiveis no mercado. Além disso, 0 PLGA tem sido extensivamente
investigado no desenvolvimento de sistemas de liberagcdo controlada, principalmente de NPs,
para a entrega de moléculas pequenas como o0s peptideos e proteinas (MAKADIA; SIEGEL,
2011).

Os sistemas de entrega de drogas baseados em nanoestruturas, especialmente os que séo
constituidos de PLGA biodegradavel, exibem maltiplas funcionalidades e diversidade em seus
tamanhos, formas e superficies com uma ampla variedade de cargas eletrostaticas e conjugados
biomoleculares, que estdo sendo estabelecidos para aplicacbes nas DCV (MIR; AHMED;
REHMAN, 2017).

Acido
Glicolico

Figura 6. Estrutura quimica do poli (&cido latico-co-acido glicélico).

2.8.2.1 Propriedades fisico-quimicas do PLGA

Os poliésteres séo os sistemas biodegradaveis melhor caracterizados e mais amplamente

estudados (UHRICH et al., 1999). Dentro dessa classe encontra-se o0 PLGA, que pode ser
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preparado em quase todas as formas e tamanhos, e pode encapsular moléculas também de
diferentes tamanhos. E solGvel em uma grande variedade de solventes comumente utilizados,
incluindo clorados, tetra-hidrofurano, acetona ou acetato de etila (MAKADIA; SIEGEL, 2011).

O PLGA € um copolimero hidrofilico e altamente cristalino com uma taxa de
degradacdo relativamente répida, porém superior a outros homopolimeros. Embora
estruturalmente muito similar ao PGA, PLA exibe diferentes propriedades quimicas, fisicas e
mecanicas devido a presenca de um grupo metil ligado ao carbono o, que o torna mais
hidrofobico do que o PGA (LANAO et al., 2013). Consequentemente, o polimero de PLGA
que apresenta mais PLA em sua composic¢do sdo menos hidrofilicos, absorvem menos &gua e
subsequentemente degradam mais lentamente. Além disso, o PLGA também apresenta
propriedades fisicas, as quais dependem de multiplos fatores, incluindo o peso molecular
inicial, a relacdo de &cidos latico e glicdlico, tamanho, exposicéo a dgua (forma da superficie),
e temperatura de armazenamento (HOUCHIN; TOPP, 2009).

As propriedades quimicas destes polimeros permitem a degradacgdo hidrolitica através
da de-esterificacdo. Uma vez degradado, os componentes monoméricos de cada polimero séo
removidos pelas vias bioguimicas naturais. O PGA é convertido a metabdlitos ou eliminado por
outros mecanismos, e o PLA pode ser eliminado através do ciclo do &cido tri-carboxilico ou
ciclo de Krebs (GENTILE et al., 2014).

29 ENCAPSULAMENTO DE PROTEINA MODELO EM NANOPARTICULAS

Para a caracterizacdo de micro- e nanoparticulas carregadas com proteinas, muitos
trabalhos tém utilizado a albumina sérica bovina (BSA) como proteina modelo (GUEDJ et al.,
2015; PANYAM et al., 2003; SALVADOR et al., 2015). A BSA ¢é uma proteina altamente
estavel e amplamente usada para avaliar a liberacdo controlada de novos sistemas de liberacéo
controlada de drogas (MUKHERJEE et al., 2008). Além disso, BSA é uma proteina natural,
biocompativel, biodegradavel, ndo-tdxica e ndo-imunogénica, capaz de formar complexos em
varias formas (YU et al., 2014).

Neste contexto, inicialmente este estudo buscou desenvolver e caracterizar
nanoparticulas de PLGA carregadas com BSA, visando avaliar as caracteristicas e estabilidade
do nanossistema. Apos esta etapa de padronizacao da formulagéo, o peptideo adrenomedulina-

2 tornou-se apto para ser encapsulado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar a eficacia de uma formulacdo de ADM-2 a base de nanoparticulas

poliméricas atraves de ensaios in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Formular lotes de nanoparticulas de PLGA utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
proteina modelo em ensaios de pré-formulacao;

e Caracterizar as nanoformulagfes quanto aos parametros fisico-quimicos estabelecidos na
metodologia;

e Avaliar a estabilidade das suspensdes de BSA por um periodo de 90 dias;

¢ Avaliar a citotoxicidade da formulacdo de BSA padronizada em cultivos de macréfagos e
cardiomidcitos;

e Produzir e caracterizar nanoparticulas de PLGA contendo ADM-2 com base nos ensaios de
pré-formulacéo utilizando BSA;

e Avaliar a citotoxicidade da formulacdo de ADM-2 em cultivos de macréfagos e
cardiomidcitos;

e Avaliar a bioatividade da ADM-2 incorporada nas nanoparticulas através de ensaios de

proliferacdo celular em cultivos de células endoteliais.



38

4 MATERIAL E METODOS

4.1 PRE-FORMULACOES

Com o intuito de padronizar uma formulacdo de nanoparticulas poliméricas, diversas
variacOes foram realizadas na execucdo da metodologia previamente descrita por Salvador et
al. (2015) (Tabela 1). Neste sentido, nove lotes (pré-formulacdes) contendo a albumina sérica
bovina (BSA) como proteina modelo foram preparadas com PLGA (Resomer® RG 502H,
50:50; Mw 7,000 — 17,000; viscosidade 0,16-0,24 dL/g, Sigma Aldrich, Germany) através do
método de emulsdo multipla por extracdo de solvente. Em seguida, com base na formulacdo
padronizada e caracterizada, a formulagéo contendo adrenomedulina-2 (ADM-2) foi produzida.

Tabela 1. Producéo de pré-formulacdes.

Formulacéo PLGA PVA (%) Tween Sonicacéao Ultra-turrax®
N° (mQ) 80 (%) (tempo/frequéncia) (rpm/min)
F1 100 0,5 - 2 min/6 Hz 12.000/7
F2 100 0,5 6 2 min/6 Hz 12.000/7
F3 100 - 6 2 min/6 Hz 12.000/7
F4 100 0,5 - - 12.000/7
F5 100 2 - 2 min/6 Hz 7.000/5
F6 100 0,5 - 2 min/6 Hz 7.000/5
F7 2,5 1 - 15/20 s/6 Hz -

F8 50 2 - 2 min/6 Hz 10.000/5
F9 50 0,5 - 2 min/6 Hz 10.000/5

4.1.1 Preparacdo das nanoparticulas poliméricas por emulsdo multipla (W/O/W)

Inicialmente, 2,5 mg, 50 mg ou 100 mg de PLGA 50:50 foram solubilizados em 3 ml
de acetona. Em seguida, foram adicionados lentamente 300 pl de uma solucdo de BSA a 10%
(0,1 mg/pl) em tampdo fosfato salina (PBS, pH 7,4), e a emulsificagéo ocorreu sob 2 minutos
de agitacdo constante e frequéncia de 6 Hz, utilizando o sonicador (Branson® Sonifier 450
analogico). Apos isto, 0,5%, 1% ou 2% (p/v) de alcool polivinilico (PVA), ou 6% (v/v) de
Tween 80, foi incorporado na emulsdo primaria previamente formada e homogeneizada em
diferentes tempos e velocidades com o auxilio de um agitador de alto cisalhamento (T18 Digital

Ultra Turrax®) para formacao da emulséo mdaltipla. Para finalizar, 10 ml de isopropanol a 2%
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(20 pl/ml) foram incorporados sob agitacdo overnight e a emulsao permaneceu em temperatura
ambiente para permitir a evaporagéo do solvente. Todos os lotes foram centrifugados em dois
ciclos de 17.000g (Rotor JA-12) por 30 minutos através da ultracentrifuga (Beckman® Coulter
Avanti J-20). Apos a ressuspensdo dos pellets em 4 ml de &gua milli-Q®, as suspensdes foram
congeladas a -80°C para posterior liofilizagdo a uma pressao de 0,36 mBar e temperatura do
condensador a -55°C. Por fim, os li6filos foram mantidos a 4°C.

4.2  CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS

4.2.1 Diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

O diametro médio, indice de polidisperséo (PDI) e potencial zeta () das nanoparticulas
foram estimados em triplicata pelo método de espalhamento dinamico da luz (DLS) utilizando
0 equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK). Este equipamento baseia-se no
direcionamento de um feixe de luz sobre uma amostra em suspenséo e calcula o espalhamento
decorrido do movimento Browniano das particulas. Dessa forma, para cada avaliacdo destes
parametros, uma aliquota de 1 ml de cada lote em suspensédo foi inserida em cubeta e as leituras
foram realizadas a um angulo de deteccao fixo de 173° e a temperatura de 25°C.

As analises de cada amostra foram realizadas automaticamente pelo Zetasizer
Software.Ink 7.12 (Malvern Instruments, UK), o qual exibe o resultado em tempo real. Todas
as caracterizacOes foram feitas no Zetasizer Nano ZS do Centro Interdisciplinar de Energia e
Ambiente (CIEnAm) localizado na Universidade Federal da Bahia (UFBA) de Salvador.

4.2.2 Estabilidade de 90 dias

Para avaliar a estabilidade ao longo de 90 dias (Tabela 2), as suspensdes de
nanoparticulas foram homogeneizadas vigorosamente previamente a cada medicdo, e em
seguida analisadas quanto ao pH e condutividade elétrica (CE) através pHmetro Edge
(HANNA® Instruments), e a turbidez foi medida pelo turbidimetro (TB100, Tecnal Adamo®),
o0 qual apresenta uma faixa de trabalho de 0 a 1000 unidade de Turbidez Nefelométrica (NTU).
As medicOes foram feitas em diferentes dias até o dia 90, e ambas as suspensdes foram mantidas

a 4°C até o momento da analise.
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Tabela 2. Estabilidade ao longo de 90 dias das suspensdes de nanoparticulas.

Dias

0 3 7 14 21 28 60 90

4.3.2 Analises morfologicas

As microscopias eletrénicas de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) das
nanoparticulas contendo BSA foram realizadas na plataforma de microscopia do Instituto
Gongalo Moniz — Fiocruz/Bahia com auxilio do Servigo de Microscopia Eletronica.

4.3.2.1 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias das nanoparticulas foram obtidas utilizando o microscopio JSM-
6390LV (JEOL), o qual permite andlises morfoldgicas, mas também a identificacdo dos
elementos quimicos presentes. Para o preparo das amostras, 2 mg de nanoparticulas liofilizadas
foram fixadas em um suporte de aluminio (stub) coberto com uma fita de carbono condutora.
Apos fixagdo da amostra, os stubs foram submetidos a metalizagdo em particulas de ouro, e em

seguida acoplados ao leitor do MEV para as analises de tamanho e topografia.

4.3.2.2 Microscopia eletrénica de transmissdo

Para as andlises morfoldgicas das nanoparticulas em suspensdo, 0 microscopio JEM-
1230 (JEOL) foi utilizado. No preparo da amostra, uma aliquota de 20 pul de nanoparticulas em
suspensdo foram aplicados sobre uma grade de cobre revestida com fino filme de carbono,
chamada de grade de formvar, e deixada secar por 2 minutos. Apds este tempo, 0 excesso da
amostra foi delicadamente removido com papel absorvente, e em seguida o contetdo presente
na grade de formvar foi marcado negativamente com a adigéo de uranila a 2%, a qual permitiu
0 contraste e visualizacdo das nanoparticulas. Em seguida, as amostras preparadas foram

deixadas em repouso por 1 minuto e o excesso da solucéo foi retirado.
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4.4 QUANTIFICACAO DE PROTEINA E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para determinar a concentracdo de BSA encapsulada nas nanoparticulas e avaliar a
eficiéncia do encapsulamento de proteina na formulacdo padronizada (NP-BSA), o kit Quick
Start™ Bradford Protein Assay (Bio-Rad, US) foi utilizado. Inicialmente, considerando 100%
de encapsulamento, 10 mg de nanoparticulas liofilizadas contendo 6 mg de BSA foram
rompidas em 500 pl de dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e a suspensdo obtida continha a
concentracdo de 12 mg/ml de BSA. Da mesma forma, as nanoparticulas vazias (sem BSA)
também foram rompidas e testadas, funcionando como um controle negativo para o
encapsulamento. J& para a preparacdo da curva padrdo, um estoque de BSA na concentracdo de
1 mg/ml foi diluido em série de 2, obtendo um alcance linear de 31,25 pg/ml — 1.500 pg/ml
(31,25 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml; 1.500 pg/ml). O
branco foi preparado com agua Milli Q®.

De acordo com o protocolo estabelecido pelo kit, apds a preparacdo da curva padrdo e
das amostras de nanoparticulas, 5 pl de cada ponto da curva e das nanoparticulas contendo BSA
e nanoparticulas vazias (NP-Branca) foram dispensados em cada poco (n = 3) em uma
microplaca de 96 pogos. Em seguida, 250 pl do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 1x
foram adicionados e, apés 5 minutos de reacdo, a leitura da placa foi realizada no
espectrofotdmetro (SpectraMax® 190, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) sob absor¢éo
Optica no comprimento de onda de 595 nm. A eficiéncia de encapsulacdo (EE %) de BSA nas

nanoparticulas foi calculada utilizando a seguinte equacao:

(quantidade de BSA total — quantidade de BSA livre)
(quantidade de BSA total)

EE % = 100

45  ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

Para confirmar a integridade e a presencga da BSA encapsulada em diferentes lotes de
nanoparticulas, a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) em tris-glicina foi realizada. O gel de resolucéo a 12% de acrilamida/bis-acrilamida
(29:1, 3.3% C), e o gel de empilhamento a 5% foram preparados como descrito previamente

(RAMOS, 2009). O gel de poliacrilamida foi acoplado em uma cuba vertical de eletroforese
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(Mini-PROTEAN® Tetra Cell, Bio-Rad, Canada) com tamp&o de migracao eletroforética para
passagem de corrente elétrica.

Trés pré-formulacbes (F1, F2 e F3) e suas respectivas diluicdes em 1:2 e 1:4 foram as
amostras testadas no gel. A exceco da formulagio F3, a qual apenas a diluicéo 1:2 foi avaliada.
Primeiramente, as nanoparticulas foram rompidas com DMSO P.A. e a suspensdo foi mantida
em gelo até o momento da aplicacdo no gel. As amostras previamente preparadas foram fervidas
com tampédo de amostra a 95°C por 5 minutos, e em seguida carregadas nos poc¢os do gel. O
marcador de peso molecular utilizado para comparar ao peso molecular da BSA foi o Prism
Protein Ladder (10-175 kDa) (Abcam). Apds o carregamento das amostras, foi aplicada uma
voltagem de 200 V para a migracdo das proteinas, e o sistema foi desligado quando a linha de
frente desapareceu completamente do gel.

Ao término da eletroforese, o gel foi fixado em solucdo contendo metanol a 50%, acido
acético a 10% e agua Milli Q® durante 1 hora. Em seguida, o gel foi corado por 1 hora em uma
solucgéo do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Aldrich®) a 0,25%. Finalmente o
gel foi descorado com uma solucéo contendo acido acético a 10%, metanol a 30% e agua Milli

Q®, e deixado sob agitacdo até a resolucao ideal das bandas.

4.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Fibroblastos da linhagem L929 e macrofagos da linhagem J774 foram cultivados em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®, Life Technologies™, Séo Paulo,
Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal (LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil) e
50 pg/ml de gentamicina (Novafarma, Anépolis, Goias, Brasil). As células foram mantidas em
cultivo na estufa a 37°C e 5% de CO2, com troca do meio DMEM suplementado a cada dois
dias. Na 3? passagem, com uma confluéncia celular de 80-90%, o ensaio foi realizado.

Em microplacas de 96 pocos, para ambas as linhagens, a densidade celular de 1x10* foi
plagueada em cada pogo. Posteriormente, as microplacas foram incubadas durante 24 horas na
mesma condicao de cultivo. Apos o periodo de incubacgéo, 1 mg de NP-BSA e NP-Branca foram
solubilizados em 1 ml de meio DMEM, e apds uma diluicdo em série de 10, as seguintes
concentragdes foram administradas: 1 mg/ml; 0,1 mg/ml; e 0,01 mg/ml. Como controle
negativo, foi utilizado o cloreto de pararosanilina (PCL) e o controle positivo foi apenas o meio
DMEM suplementado. Apé6s a aplicagdo dos tratamentos e controles em triplicata, as

microplacas foram incubadas por 72 horas a 37° C e 5% de CO..
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Para avaliar a citotoxicidade, foram adicionados 20 ul de Alamar Blue® (Invitrogen™)
em cada pogo, e a placa foi mantida novamente nas mesmas condic¢des durante 4 horas. A leitura
da placa foi realizada no espectrofotometro (SpectraMax® 190, Molecular Devices, USA), nos
comprimentos de onda de 570 e 600 nm. A média foi obtida a partir de trés ensaios

independentes.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Prism 5.0 (Graphpad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Comparac¢des de duas médias foram analisadas mediante
o teste t-Student. As diferencas entre grupos foram avaliadas através de ANOVA com teste post
hoc de Dunnet (estudo de estabilidade das formulagdes) ou Bonferroni (citotoxicidade e
bioatividade). O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado para justificar o uso de teste
paramétrico. Valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo. Histogramas e
valores de diametro médio de particula, PDI e potencial zeta foram obtidos através do software

Zetasizer (Malvern®).
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5 RESULTADOS

5.1 SCREENING DE PRE-FORMULACOES

Com a finalidade de obter uma formulacéo a base de nanoparticulas como um sistema
de entrega de proteinas, nove lotes foram produzidos através do método de emulsdo maltipla
por extracdo de solvente de acordo com Salvador et al (2015), incorporando BSA. Para cada
lote produzido, anélises de didmetro médio, PDI e potencial zeta foram feitas a fim de alcancar
uma formulacéo com os pardmetros fisico-quimicos ideais. Dessa forma, alteragcdes na massa,

velocidade e tempo foram realizadas durante o processo de producao.

Os lotes produzidos foram nomeados de F1 a F9, e, apds a triagem, a pré-formulacéo
F9, ou NP-BSA, foi selecionada para padronizacdo através da repeticdo do método de
formulagdo (n = 3). A escolha foi baseada nos parametros fisico-quimicos mais adequados,
incluindo didmetro médio de 264,7 + 3,1 nm, PDI de 0,227 e potencial zeta de -3,22 £ 0,2 mV
(Tabela 3), os experimentos seguintes foram realizados com base nas caracterizacdes desta

formulacéo.

Todos os lotes apresentaram formacdo de particulas, exceto a pré-formulacdo F7, que
ndo foi formada (Tabela 3). Os lotes F3 e F4 apresentaram 0s maiores diametros médio,

acarretando na formacéao de microparticulas, e, também, em maiores indices de polidispersao.

Tabela 3. Diametro médio, PDI e potencial zeta das pré-formulaces.

Formulacdo N° Diametro médio (nm) + SD? PDI  Potencial Zeta (mV) + SD?

F1 292,6 + 8,2 0,322 -5,36 £ 0,3

F2 448,6 + 38,1 0,502 -3,156+0,3

F3 2335,3 + 156,6 0,982 -2,43+0,2

F4 6178,5 + 195,9 1 -2,28 £ 0,01

F5 406,4+ 7,0 0,157 -0,681 + 0,05

F6 966,4 + 77,7 0,717 -1,22 +0,04

F7 - - -

F8 279,3+5,3 0,293 -1,35+0,1

F9 264,7+ 3,1 0,227 -3,22+0,2

& As medicdes foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos como média * desvio padrao.
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A formulacdo NP-BSA foi selecionada como a formulagdo padréo para 0s ensaios
posteriores com ADM-2. Previamente, 50 mg de PLGA 50:50 foram solubilizados em 3 ml de
acetona sob agitacdo magnética, compondo a fase organica (FO). Em seguida, foram
adicionados lentamente 300 ul de uma solucdo de BSA a 10% (0,1 mg/ul) em tampéo fosfato
salina (PBS, pH 7,4, ou fase aquosa interna (FA1), e a emulsificacdo ocorreu sob 2 minutos de
agitacdo constante e frequéncia de 6 Hz, utilizando o sonicador. Posteriomente, 10 ml de PVA
a 0.5% (5 mg/ml), ou fase aquosa externa (FA2), foram incorporados na emulsdo primaria
previamente formada, e homogeneizada em 10.000 rpm por 5 minutos através do Ultra
Turrax®. Apods a formagdo da emulsdo multipla, 10 ml de isopropanol a 2% (20 pl/ml),
constituinte da FA», foi incorporado sob agitagdo magnética a 350 rpm, e a formulacéo
permaneceu em temperatura ambiente overnight sob agitacdo para permitir a evaporacdo do
solvente (Tabela 4). Os processos de centrifugacdo, congelamento e armazenamento foram

realizados conforme mencionado anteriormente.

Tabela 4. Composicdo da formulacdo NP-BSA.

Constituintes FA1 FO FA,
PLGA 50:50 50 mg
Acetona 3ml
PVA 0,5% 10 ml
BSA 300 pl
Isopropanol 2% 10 ml

Nota: FA:1: Fase aquosa interna ou primaria; FO: Fase organica; FA2: Fase aquosa externa ou

secundaria. Para a producdo de lotes sem BSA, foram adicionados apenas 300 pl de PBS 1x.

5.2 CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS

Ap0s a padronizacdo do método de formulagdo das nanoparticulas poliméricas, lotes de
NP-Branca e NP-BSA (n = 3) foram analisadas quanto ao diametro médio, PDI e potencial zeta,

com intuito de avaliar se a encapsulacdo da BSA altera estes parametros.
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Como demonstrado na Tabela 5, a formulacdo NP-Branca apresentou um didmetro médio
de 288,5 + 4,3 nm, PDI de 0,217 e potencial zeta de -2,93 = 0,3 mV, enquanto que a formulagao
contendo BSA apresentou um didmetro médio de 264,7 =+ 3,1 nm, o PDI de 0,227 e o potencial
zetade -3,22 £ 0,2 mV. Estatisticamente, os resultados da caracterizacao entre as nanoparticulas

vazias e as nanoparticulas contendo a proteina ndo foram significantes.

As figuras 7 e 8 apresentam as populac@es de particulas nas formulages. No lote de
nanoparticulas vazias, o primeiro pico representa um didametro médio de 288,5 + 3,1 nm, com
uma elevada intensidade de 97,7%, enquanto que o segundo pico representa uma populacéao de
2,3% de microparticulas com 5,1um (Figura 6). No lote de nanoparticulas contendo BSA, o
primeiro pico representa um didmetro médio de 264,7 + 3,1 nm, com intensidade de 96,6%.
Novamente, uma populacdo de microparticulas de 5um também foi observada, com baixa
intensidade de 4,1%.

Tabela 5. Diametro medio, PDI e potencial zeta das formula¢fes NP-BSA e NP-Branca.

Formulacéo Diametro médio (nm) PDI Potencial zeta (mV)
NP-Branca 2885+ 3,1 0,217 -2,93+0,3
NP-BSA 264,7+3,1 0,227 -3,22+0,2
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Figura 7. Distribuicdo do tamanho das populagdes na formulagdo NP-Branca.
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Size Distribution by Intensity
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Figura 8. Distribuicdo do tamanho das populagdes na formulagdo NP-BSA.

5.3 ESTABILIDADE DE 90 DIAS

Com o intuito de avaliar a estabilidade da formulacdo NP-BSA em suspensdo, o pH,
condutividade elétrica e turbidez foram mensurados em determinados dias (Tabela 2), em
temperatura ambiente de 22°C. Os graficos de pH, condutividade elétrica e turbidez mostram o

comportamento das formulacdes (n = 2) no meio de dispersao ao longo de 90 dias.

As analises de pH ndo mostraram variac6es significativas ao longo dos 90 dias (Figura
9), entretanto, com relacdo a turbidez, nos dias 60 e 90 a formulagéo apresentou uma diminui¢do
do aspecto turvo, e consequentemente, um aumento na transparéncia e na passagem de luz
(**p<0.01) (Figura 10). NP-BSA demonstrou uma maior reducdo da capacidade de
condutividade elétrica nos dias 3, 7 e 14 (#p<0.0005), e isto também foi observado nos dias 21
e 28 (**p<0.01) e 90 (*p<0.05) (Figura 11). Na avaliacdo do aspecto visual ao longo do tempo,
nédo foram detectados agregados nos recipientes contendo as suspensdes, contudo, com relacéo
a turbidez, foi observada uma leve reducdo a partir do dia 60.
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Figura 9. Anélise de pH da formulacdo NP-BSA ao longo de 90 dias.
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Figura 10. Anélise de turbidez da formulacdo NP-BSA ao longo de 90 dias.
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Condutividade Elétrica
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Figura 11. Andlise de condutividade elétrica ao longo de 90 dias.

54 ASPECTO MORFOLOGICO

Com o intuito de caracterizar a morfologia, topografia, forma e tamanho, as
nanoparticulas foram analisadas atraves da microscopia eletronica de varredura e transmissao.
As micrografias obtidas pelo MEV demonstraram a superficie lisa, com pouca rugosidade,
auséncia de macroporos e um aspecto esférico (Fig. 12 C, D). Por outro lado, através do MET
foi possivel confirmar a forma esférica e a delimitacdo das nanoparticulas, mais
especificamente das nanoesferas, que sdo caracterizadas por uma parede polimérica mais escura
(Fig. 12 A, B). Alem disso, o tamanho das nanoparticulas corresponde a estimativa determinada
por espalhamento dindmico da luz. Em todas as micrografias observa-se uma dispersdo baixa,

sem a presenca de agregados.
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Figura 12. Micrografias de MET (Figs. A e B) e MEV (Figs. C e D) da formulagdo NP-
BSA. As figuras A e B representam as nanoparticulas de forma esférica, caracteristico de
nanoesferas, e tamanho correspondente as analises no Zetasizer Nano ZS. Nas figuras C e D,
observa-se a superficie lisa, com pouca rugosidade, e uma polidispersdo moderada das
nanoparticulas. Também é possivel observar microparticulas, correspondente a populacéo de 5%
de microparticulas encontradas. A figura C foi avaliada com 16.000 X de aumento, para
observacdo da superficie das nanoparticulas, e a figura D foi obtida com um aumento de 1.600
X, para avaliar a dispersao.
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5.5 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Com a finalidade de avaliar a toxicidade dos materiais constituintes da formulacéo, as
linhagens celulares J774 de macrofagos e L929 de fibroblastos foram testadas nos ensaios. A
formulacdo NP-BSA e a formulagdo NP-Branca (controle da formulagéo carregada) foram os
tratamentos utilizados. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada controle e

tratamentos.

Todas as concentracdes testadas de NP-BSA e NP-Branca em ambas as linhagens
celulares mostraram-se citocompativeis, isto €, uma vez em contato com as formulacgdes, as
células permaneceram viaveis (Figuras 13 e 14). Além disso, ndo houve diferenca significativa
entre as formulagbes em todas as concentracdes. Contudo, os tratamentos e DMEM
apresentaram significativa diferenca de viabilidade celular em relagdo ao PCL (p<0.0001), o

qual apresentou quase 90-100% de toxicidade as células.

Bl NP-BSA

| | I| EH NP-Branca

0,0 DMEM PCL

mg/ml

[EEN
o
T
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i
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<

0-

Figura 13. Citotoxicidade das formulacdes NP-BSA e NP-Branca sob a linhagem J774 de macréfagos.



52

1201 *kk

HEl NP-BSA
100+ B NP-Branca

% Viabilidade celular

1 0,1 0,01 DMEM PCL
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Figura 14. Citotoxicidade das formulacdes NP-BSA e NP-Branca sob a linhagem L929 de fibroblastos.

5.6 QUANTIFICACAO DE BSA E EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para quantificar o teor de BSA na formulacdo NP-BSA e confirmar a eficiéncia do
método de encapsulacdo, o método de Bradford foi realizado. Ap6s o rompimento das
nanoparticulas, a BSA que estava encapsulada migrou para o sobrenadante, o qual foi
posteriormente quantificado. A eficiéncia de encapsulacdo foi de aproximadamente 60%.

5.7 SDS-PAGE

A fim de verificar se a BSA estava sendo ou ndo encapsulada nas nanoparticulas de
forma integra, o ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizado. Todas as trés
formulacdes testadas e suas diluicdes apresentaram a presenca da BSA, corroborando a eficacia
do método de rompimento das particulas, bem como de encapsulamento de proteina (Figura
15).



F1 F1 F2 F2 F3 Ladder

F1 1:2 1:4 F2 1:2 1:4 F3 1:2 (kDa)
- e 175
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Figura 15. SDS-PAGE destacadas das pré-formulagdes F1, F2 e F3 e suas respectivas
diluicbes 1:2 e 1:4.
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6 ARTIGO

A metodologia, os resultados e a discussdo para responder os trés objetivos especificos abaixo
estdo descritos no artigo intitulado “Development and in vitro characterization of polymer
nanoparticles containing recombinant adrenomedullin-2 intended for therapeutic
angiogenesis”, a ser submetido a revista European Journal of Pharmaceutics and

Biopharmaceutics.

Objetivos especificos:

- Produzir e caracterizar nanoparticulas de PLGA contendo ADM-2 com base nos ensaios de
pré-formulacdo utilizando BSA,;

- Avaliar a citotoxicidade da formulacdo de ADM-2 em cultivo de macréfagos e cardiomidcitos;
- Avaliar a bioatividade da ADM-2 incorporada nas nanoparticulas através de ensaios de
proliferacdo celular em cultivos de células endoteliais.
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Abstract

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death in both men and women among
all racial and ethnic groups worldwide. Growth factor therapy has emerged as novel therapeutic
strategy under investigation for CVD. In this sense, adrenomedullin-2 (ADM-2) has been
recently identified as a new angiogenic factor able to regulate the regional blood flow and
cardiovascular function. However, the therapeutic use of ADM-2 is limited by its short
biological half-life and low plasma stability. Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) micro- and
nanoparticles have been investigated as growth factor delivery systems for cardiac regeneration.
In this study, we aimed to develop PLGA nanoparticles containing ADM-2 intended for
therapeutic angiogenesis. Protein-loaded nanoparticles were prepared by a double emulsion
modified method, resulting in 300 nm-sized stable particles with zeta potential around — 30 mV.
Electron microscopy analysis by SEM and TEM revealed spherical particles with a smooth
surface. High encapsulation efficiency was reached (~ 70%), which was confirmed by EDS
elemental composition analysis, SDS-PAGE and LC-MS/MS for peptide identification. In vitro
cell viability assays were performed in J774 macrophages and H9c2 cardiomyocyte cells, about
which PLGA nanoparticles loaded with ADM-2 did not cause toxicity in the range 0.01 — 1
mg/ml. Importantly, encapsulated ADM-2 significantly induced cell proliferation in HUVEC
and EA.hy926 endothelial cells, indicating the ADM-2 bioactivity was preserved during the
encapsulation process. Collectively, these results demonstrate the feasibility of using PLGA
nanoparticles as effective delivery systems for the angiogenic peptide ADM-2. It could be
represent a novel approach for therapeutic angiogenesis in CVD using recombinant growth
factors.

Keywords: adrenomedullin-2, PLGA, protein delivery, micro- and nanoparticles
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1. Introduction

Angiogenesis is a developmental and adult physiological process conducted by a variety
of growth factors and cell-adhesion molecules in endothelial and mural cells [1]. This
underlying process refers to the sprouting of new capillaries from the postcapillary venules and,
in the adult, is mainly stimulated by tissue hypoxia via activation of hypoxia-inducible factor
(HIF-1a) expression, which serves to increase transcription of angiogenic growth factor [2].

Non-invasive and regenerative therapeutic approaches such as the use of growth factors
have focused on restoring blood flow by inducing angiogenesis [3]. In coronary artery disease
and peripheral arterial disease (PAD), therapeutic angiogenesis is a new concept with
significant clinical potential to alleviate these disorders of tissue ischemia. This includes the
direct delivery of growth factors into the ischemic target tissues or of genes and cells that encode

for synthesis of growth factors by target tissues [4], [5].

Despite their regenerative potential, growth factors are limited due their short biological
half-life, low plasma stability and low specificity to target organs [6], requiring the
administration of repeated doses to maintain active levels in the vessels. However, drug levels
in excess in the body might cause toxicity and collateral effects for the patient. Thus, the use of

drug delivery systems emerged to provide safety dose and efficacy of therapeutic agents [7].

Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) is a copolymer of poly (lactic acid) (PLA) and
poly (glycolic acid) (PGA) approved by FDA widely used as drug delivery vehicle because
their good biocompatibility, biodegradability, safety and mechanical strength [8], [9]. Many
studies have showed the efficacy of PLGA nanoparticles and microparticles containing soluble
growth factors to repair and regeneration of rat ischemic myocardium ensuring excellent results

such as angiogenesis, arteriogenesis and improvement of cardiac function [10]-[13].

Among growth factors, adrenomedullin-2 (ADM-2), also known as intermedin, was
recently discovered as a potential angiogenic growth factor that belongs to the
calcitonin/calcitonin gene-related peptide family [14], [15]. It shown multiple functions,
including regulating cardiovascular function, systemic dilatation and augment of the regional
blood flow [15]. Moreover, reports have indicated that ischemia-induced cardiac injury is
reduced upon IMD peptide treatment and PAD [14], [16]. Therefore, this work sought to
develop PLGA nanoparticles containing ADM-2 and assess their in vitro biological activities.
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2. Material and methods
2.1. Materials

Recombinant human adrenomedullin-2 (ADM-2s.47) and ELISA-Kit adrenomedullin-2
(human) were supplied by Phoenix Pharmaceuticals (Burlingame, CA, USA). PLGA,
Resomer® RG 503 H lactide:glycolide 50:50, acid terminated Mw 24-38 kDa was provided by
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Poly(vinyl alcohol) (PVA) 87-90% hydrolyzed (Mw: 30-
70 kDa) and Bovine Serum Albumin (BSA) were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, USA). Acetone was obtained from ProQuimicos (Rio de Janeiro, Brazil).
Dimethylsulfoxide (DMSQO) was purchased from Serva (Heidelberg, Germany). Isopropyl
alcohol was obtained from Neon (Sdo Paulo, Brazil). 7-Hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-
oxide sodium salt (Resazurin) (Mw: 251.17) was supplied from Sigma-Aldrich (Oakville,
Canada). All media for cell culture were purchased from Gibco (Grand Island, NY, USA) or
LGC Biotecnologia (Cotia-SP, Brasil).

2.2. Preparation of polymer nanoparticles containing ADM-2

Particles containing ADM-2 were prepared by a solvent extraction-evaporation of a
double emulsion modified method [17]. Briefly, 50 mg of PLGA were dissolved in 3 ml of
acetone. Next, 300 pl of a solution containing ADM-2 (0.1 pg/ul) and BSA (37.5 pg/ml) in
saline-phosphate buffer (PBS) were added in the pre-cooled PLGA solution using a sonicator
(Branson® 450 sonifier) at 6 of output control and constant duty cycle for 2 min. Then, 10 ml
of 0.5% wv PVA solution were incorporated and homogenized at 10.000 rpm by 5 minutes
through homogenizer turbine (Ultra-turrax® T-25, IKA) for double emulsion formation. Next,
10 ml of 2% v isopropyl alcohol solution were added and the suspension was maintained
overnight under magnetic stirring to allow solvent evaporation. After solvent evaporation, the

suspension was centrifuged twice at 17.000g by 30 minutes and then lyophilized.

2.3. PLGA particle characterization
2.3.1. Particle size, polydispersity and zeta potential

The particle size, polydispersity index (PDI) and zeta potential (2) were assessed in
different time points (0, 7, 14, 21 and 28 days) by dynamic light scattering technique using a

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK). For these analysis, 1 ml of particle
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suspension was gently stirred before each time point and then analyzed at fixed detection angle
of 173° and temperature of 25°C. The particles parameters were expressed as the mean +
standard deviation and the samples were measured in triplicate by Zetasizer software version
7.12 (Malvern Instruments, UK).

2.3.2. Scanning electronic microscopy (SEM)

SEM was used to examine the shape and surface morphology of polymer particles and
to identify their chemical elements by elemental analysis through of Energy Dispersive X-ray
Spectrometry (EDS). For both analysis, 2 mg of lyophilized ADM-2 loaded nanoparticles were
placed on an adhesive stub and then coated with gold palladium under vacuum using an ion
coater. Next, samples were analyzed and photographed at 15 kV by a microscope JSM-6390LV
(JEOL LTD, Japan).

2.3.3. Transmission electronic microscopy (TEM)

A transmission electron microscope JEM-1230 (JEOL LTD, Japan) was used for
particles imaging and to confirm their size. For that, 20 ul of a freshly particulate suspension
were dispersed in formvar film-coated grids, and then contrasted with uranyl acetate 2%.
Samples were examined after 24 h.

2.4. Quantification of ADM-2 by ELISA and encapsulation efficiency

Encapsulation efficiency of ADM-2 into polymer particles was determined by
dissolving an amount of lyophilized nanoparticles (5 mg, n = 3) in 1 ml of DMSO. Then, the
solution was centrifuged at 15,000g for 10 min and the ADM-2 content was measured through

ELISA following the manufacture’s protocol.

2.5. Structural integrity of ADM-2

ADM-2 content into nanoparticles was qualitatively analyzed by SDS-PAGE.
Previously, ADM-2 peptide was extracted from PLGA particles with DMSO (5 mg in 250 pul)

and vortexing. This solution was centrifuged (15,0009 for 10 min) and aliquots were charged
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into 18% polyacrylamide gels. After electrophoresis, Coomassie staining SDS-PAGE gels were
obtained for protein band identification.

2.6. ADM-2 identification by LC-MS/MS analyses

Coomassie staining SDS-PAGE gels (free ADM-2 and ADM-2 extracted from PLGA
particles) were processed for protein digestion at 37 °C for 16 h using Sequencing Grade
Modified Trypsin (Promega, Madison, USA). Trypsinolysis was terminated by sample
acidification with 4 % (v/v) ultra-pure glacial acetic acid (J.T. Baker, Center Valley, USA).
Samples were cleaned up by solid phase extraction using a Strata C18-E cartridge (55 um,
Phenomenex, Macclesfield, UK).

For LC-MS/MS analyses, samples were loaded onto a UltiMate® 3000 UHPLC system
(Thermo Scientific, Bremen, Germany) equipped with an Acclaim PepMap100 C18 Nano-Trap
Column (75 pm id. x 2 ecm, 3 pm, 100 A; Thermo Scientific) in line with an Acclaim

PepMap100 C18 RSLC (75 umi.d. x 15 ¢cm, 2 um, 100 A; Thermo Scientific) capillary column.

Trapped peptides were washed for 3 min in 2 % (v/v) acetonitrile/0.05 % (v/v)
trifluoracetic acid, at a flow rate of 5 pL/min, before switching the flow to the capillary column.
Peptide separation was carried out at 40 °C under a multi-step gradient using a combination of
solvents A (0.1 % (v/v) formic acid), and B (80 % (v/v) acetonitrile/0.1 % (v/v) formic acid).

A nano UHPLC system interfaced with a Q-Exactive™ instrument (Thermo Scientific)
allowed the mass spectrometric analysis of eluting peptides. A Nanospray Flex lon Source
(Thermo Scientific) fitted with a stainless steel nano-bore emitter needle (150 pm o.d. x 30 pm
i.d., Proxeon, Thermo Scientific) was operated at 1.9 kV. MS/MS spectra were acquired at a
17,500 resolution with maximum injection time of 150 ms and target value of 2 x 105 ions.

2.7. FT-IR spectroscopy

Infrared spectroscopy was carried out to determine the chemical composition of the
prepared nanoparticles using FT-IR (Vertex 70, Bruker, EUA) operating in the wavenumber
range of 400-4000 cm™ at the absorption mode. For obtaining of infrared spectrum, 3 mg of

empty and ADM-2 nanoparticles were analyzed by total reflection attenuated technique.
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2.8. In vitro cytocompatibility assays

Cardiomyocytes H9c2 and murine J774 macrophages were used for cytocompatibility
tests. Both cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
supplemented with 10% fetal bovine serum (Cultilab, Campinas, Brazil) and 50 pg/mL
gentamicin (Novafarma, Anapolis-GO, Brazil). Cells were plated into 96-well culture plates at
densities of 5x10° cells/well and 10* cells/well, respectively. Cells were maintained in an
incubator containing 5% CO; at 37 °C for 24h. Next, non-loaded and ADM-2-loaded
nanoparticles were added to the cells at different concentrations: 0.01 mg/ml, 0.1 mg/ml and 1
mg/ml. Cells were incubated for 72 h. DMEM was used as cell viability positive control and
pararosaniline chloride (Sigma-Aldrich, 10 pM) served as negative control. Assessment of cell
viability was performed by AlamarBlue® reagent (Invitrogen, Carlsbad, USA). Metabolic
activity was determined by fluorescence measurement of reaction products read in a

spectrophotometer at 570 e 600 nm.

2.9. Bioactivity of ADM-2 PLGA nanoparticles

The bioactivity of ADM-2 entrapped into PLGA nanoparticles was evaluated in vitro
by determining the proliferative capacity of a human umbilical vein endothelial cell (HUVEC)
and a human endothelial hybrid cell line (EA.hy926) after ADM-2 treatment. Cells were
maintained in RPMI and DMEM medium, respectively, and were supplemented with 10% fetal

bovine serum (FBS) and 1% penicillin/streptomycin.

For the proliferation assay using HUVEC, cells were plated into 96-well culture plates
at a density of 3 x 102 cells/well and maintained with 10% FBS. After 24 h, FBS was reduced
to 5% and the cells were maintained for an additional 24 hours. Then, cells were incubated with
supernatant from non-loaded or ADM-2-loaded nanoparticles and free ADM-2 (20 ng/ml).
Culture medium was used as control. After incubation at 37°C and 5% CO; for 24 h, cell

proliferation in each group was measured using Alamar Blue® Cell Viability Assay.

Bioactivity assays with EA.hy926 cells were performed into 6-wells culture plates at a
density of 7 x 10*. After adherence of the cells, FBS was removed from medium and the cells
were maintained by 24 hours under normal culture conditions. Then, cells were treated with 20
ng/ml of free ADM-2 or ADM-2 extracted from the nanoparticles. Culture medium was used
as control. After incubation at 37°C and 5% CO> for 24 h, cell proliferation in each group was

measured using Alamar Blue® Cell Viability Assay.
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3.0. Statistical analysis

Results are expressed as mean £ SEM. Comparisons among groups were assessed by
ANOVA with a Bonferroni post-hoc correction when the measured values were normally
distributed. Statistics were calculated using Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc., San

Diego, CA, USA). A value of p<0.05 was considered statistically significant.

4. Results and Discussion
4.1. Characterization of PLGA nanoparticles

As reported in Table 1, size of non-loaded particles varied from 271.9 £ 8.4 nm to 292.8
+ 5.8 nm between day 0 and day 28. This increase was also found for ADM-2 particles, which
varied from 312.1 + 1.3 nm to 372.9 + 14.1 nm. Despite slight increasing on particle size after
ADM-2 encapsulation, PDI values and zeta potential measurements did not change
significantly over time. Of note, surface charge of particles indicates good colloidal stability
(zeta potential ~31 mV). These data corroborate an additional study of stability monitoring pH,
electrical conductivity and turbidity of the produced PLGA suspensions (not shown).

In this study, PLGA nanoparticles were successfully prepared by a solvent extraction-
evaporation of a double emulsion modified method, which produced spherical particles with a
smooth surface visualized by SEM (Fig. 1-A) [13, 19]. These particles were submitted to EDS
analysis in order to obtain elemental information. Amounts of carbon and oxygen were
identified, which was expected due to both protein and PLGA composition. Unlike to non-
loaded nanoparticles, it was found a remarkable amount of sulfur in ADM-2 nanoparticles,
which could be attributable to cysteine and methionine amino acids content in the ADM-2
peptide sequence (Fig. 1-B-D).

Particle formation was also confirmed by TEM, corroborating the particle size analysis
performed by dynamic light scattering (Fig. 2). Particles were dispersed with some aggregation,
indicating that the double emulsion modified method did not elicit a strong particle aggregation

during formulation process.

4.2. Determination of ADM-2 encapsulation and structural integrity

Entrapment of ADM-2 into PLGA nanoparticles was demonstrated by encapsulation
efficiency ~ 70% (Table 2), which correlates to other studies encapsulating growth factors such
as VEGF [10, 12, 18] and NRG-1 [13], which have molecular weight similar to ADM-2.
Corroborating this finding, SDS-PAGE revealed the presence of an ADM-2 specific band after
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extraction from PLGA particles (Fig. 3). Apparently, extracted ADM-2 from nanoparticles
migrated faster than unencapsulated or free ADM-2, probably due to charge alteration attributed
to the extraction solvent (DMSO) used for break up nanoparticles. These results confirm the
efficiency of ADM-2 encapsulation and either the maintenance of peptide integrity after the

formulation process, ensuring biological activity of peptide.

4.3. ADM-2 identification by LC-MS/MS analyses

Peptide identification by high-resolution LC-MS/MS analyses were performed using
samples of excised SDS-PAGE gels. A specific band at 4 kDa was detected, which corresponds
to free ADM-2 peptide. In contrast, no clear band was visualized in the running sample of
ADM-2 extracted from PLGA particles (Fig. 4-A). For both Coomassie staining SDS-PAGE
gel samples, plots with data analyses of LC-MS/MS are showed in Fig. 4-B. A spectral
similarity between samples of free ADM-2 peptide and ADM-2 extracted from PLGA particles
were found, confirming the findings of encapsulation efficiency by ELISA and structural
integrity by SDS-PAGE.

4.4. FT-IR spectroscopy

The FT-IR spectrum of the empty PLGA nanoparticles is showed in Fig. 5-A. It
spectrum demonstrated a strong peak, observed at 1751 cm™ (carbonyl —C=0 stretching), as
well as a peak at 1088-1166 cm™ (C-O stretching), both spectra are typical of PLGA polymer.
In the ADM-2-loaded NPs was observed the same spectrum of empty PLGA NPs, indicating
entrapping successfully of peptide in nanoparticles (Fig. 5-B, C).

4.5. Cell viability

Cytocompatibility assays were performed in J774 macrophages and H9c2
cardiomyocyte cells exposed to non-loaded and ADM-2-loaded nanoparticles at different
concentrations. After 72 h, cell viability was analyzed using the Alamar Blue assay (Fig. 6-A,
B). There were no significant differences observed in the percentage cell viability between cells
treated with all three concentrations of particles and untreated cells (cell viability positive

control, DMEM). Still, all PLGA particles treatments were significantly different from negative
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control (p<0.0001 vs. PCL). Therefore, no toxic concentrations were determined in the range
0.01 — 1 mg/ml, whereas the nanoparticles did not alter cell viability of both cell lines.

4.6. ADM-2 bioactivity

To assess whether ADM-2 bioactivity was preserved during the encapsulation process,
the biological activity of ADM-2 extracted from PLGA nanoparticles was examined in HUVEC
and EA.hy926 endothelial cells. Encapsulated ADM-2 induced an increase in proliferation of
HUVEC 1.3-fold (p<0.05) in comparison with control (DMEM). Of note, this increase was
similar that promoted by free ADM-2 (p=NS) (Fig. 7-A). Regarding the bioactivity assays with
EA.hy926 cells, ADM-2 extracted from PLGA nanoparticles significantly induced the cell
proliferation 1.4-fold (p<0.0001) (Fig. 7-B). Surprisingly, this treatment showed an even higher
cell proliferation than free ADM-2 (p<0.01). This could indicate that PLGA nanoparticles
efficiently protect the small peptide ADM-2 from proteolytic degradation, guaranteeing its
biological activity.

5. Conclusions

In this study, the angiogenic peptide ADM-2 was successfully encapsulated into PLGA
nanoparticles by a solvent extraction-evaporation of a double emulsion modified method. This
formulation presented high encapsulation efficiency and stability. Of note, ADM-2-loaded
nanoparticles were in vitro compatible with J774 macrophages and H9c2 cardiomyocytes with
no toxic concentrations. Importantly, the bioactivity of the loaded ADM-2 was preserved, as
demonstrated by their capacity to induce endothelial cell lines in vitro. In summary, this is the
first report dedicated to development of delivery systems containing ADM-2, which could be

represent a novel approach for therapeutic angiogenesis using recombinant growth factors.
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Captions for Figures and Tables

Table 1. Characterization and stability data of polymer nanoparticles

Figure 1. (A) Representative scanning electron microscopy images of ADM-2 PLGA
particles. (B, C) EDS spectra showing elemental composition analysis of non-loaded

and ADM-2 PLGA particles, respectively. (D) Amino acid sequence of ADM-2 peptide.

Figure 2. (A) Representative transmission electron microscopy images of ADM-2
PLGA nanoparticles; scale bar = 2 um. (B) Size distribution of these particles measured

by dynamic light scattering.

Table 2. Encapsulation efficiency of ADM-2 entrapped in PLGA nanoparticles.

Figure 3. Structural integrity of ADM-2 by SDS-PAGE. Coomassie gel showing bands
of free ADM-2 (no encapsulated, 500 ng) and ADM-2 extracted from PLGA
nanoparticles (350 ng). Visible bands of BSA of both non-loaded (blank PLGA) and
loaded nanoparticles are indicated.

Figure 4. ADM-2 identification by LC-MS/MS analyses. (A) Coomassie staining SDS-
PAGE gels excised for protein digestion (dotted rectangles). Note a specific band at 4
kDa of free ADM-2 peptide (1500 ng). For ADM-2 PLGA lane, no clear band is
visualized, which was excised, digested and submitted to LC-MS/MS analyses for
AMD-2 peptide identification. (B) Data from high-resolution LC-MS/MS analyses,
showing spectral similarity between samples derived from SDS-PAGE gels excised of
free ADM-2 peptide and ADM-2 PLGA.

Figure 5. FT-IR spectra analysis of empty (A) or non-loaded and ADM-2 PLGA
particles (B). (C) FT-IR spectrum plotting among both particle formulations.
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Figure 6. Cell viability post-administration of PLGA particles in J774 macrophages (A)
and H9c2 cardiomyocytes (B) at different concentrations (1.0 mg/ml, 0.1 mg/ml and
0.01 mg/ml). DMEM medium was used as cell viability positive control and

pararosaniline chloride (PCL, 10 uM) served as negative control. ***p<0.0001 vs. PCL.

Figure 7. Bioactivity of ADM-2 PLGA particles in HUVEC (A) and EA.hy926 (B)
endothelial cells. Proliferation induced by free ADM-2 or ADM-2 extracted from PLGA
nanoparticles both at 20 ng/mL for 24 h. *p<0.05 and ***p<0.0001 vs. RPMI or DMEM
medium control. (C) Representative images of EA.hy926 cell density in each treatment.



69

427 Table 1

428

Analysis Non-loaded NPs ADM-2-loaded NPs

Days Mean diameter (nm) Pl Zeta Potential (mV) Mean diameter (nm) Pl Zeta Potential (mV)

Day 0 2719+84 0.29+0.01 271+05 312113 0.34+0.01 -33.2+1.01
Day 7 2736+44 03+001 -335+07 2852+ 37 0.27+0.03 -324+025
Day 14 2496+14 02=+0.01 -268+07 3178+ 446 0.34+0.01 -30.1+0.52
Day 21 281135 0.28 +0.02 -30.3 038 3562+28 0.42+0.03 296 +£0.32
Day 28 2928+58 0.31 202 +06 3729+ 141 0.4 +0.03 -31.1+0.15

429

430

431

432

433

434

435

436

437

438

439

440

441

442

443

444

445

446

447

448

449



450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

70

Figure 1
Non-loaded PLGA particles " ADM-2 PLGA particles
1200
‘” " o, % m i
,C—C—N _s.
00| [ Hwoo L. H HC 7 OH
e Hal i
00 o SH
Cysteine Methionine
400+ 100
¢ ¢ 200 20
& % s
15KV - £68,000 4 5m 4.4 Fiocre &2 . , ;L/’ e s
i £ 8 @& 8§ % .‘L [ ) ¥ @ 8§ 4 & ® n(/ LI B

Val-Gly{Cys}Val-Leu-Gly-Thr-Cys-GIn-Val-GIn-Asn-Leu-Ser-His-
Arg-Leu-Trp-GIn-LeuG ly-Pro-Ala-Gly-Arg-Gin-Asp-Ser-Ala-
Pro-Val-Asp-Pro-Ser-Ser-Pro-His-Ser-Tyr-NH2



467

468

469
470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

Figure 2

% Volume

S e el e s s A e e S S

.........................................................

100 1000

Mean diameter (nm)

10000

71



486

487

488
489

490

491

492

493

494

495

496

497

498

499

500

501

502

503

504

505

506

507

Table 2

72

Polymer Encapsulation efficiency ADM-2 _
composition (%) concentration
(ng/mg)
50 mg PLGA o7 oy e

(Resomer 503H)




508

509

510

511

512

513

514

515

516

517

518

519

520

521

522

523

524

525

526

527

528

529

530

531

532

533

Mw
66

55
45

20

14,2
6,5

Figure 3
ADM-2 Blank AMD-2
Free PLGA P PLGA
(500 ng) (350 ng)

<«— BSA

<« ADM-2 (4.3 kDa)

73



534

535

ADM-2
peptide
1500 ng

ADM-2
PLGA

kDa

~18
~15

~35

536

537

538

539

540

541

542

543

544

545

546

547

548

549

550

551

Figure 4

RT: 0.00 -60.00

1002 2339
MS Control

804
0]
404

201 2381
2415
066 "

2618 2914 3061 3286 3698 3076 4284

74

5432 5575

2 2546
ADM-2 peptide
o] (1500 ng)

2409

gr’*‘—‘

2685 2855 3060 3376 3620 3900 4143

4543 4685

5161 5283 5337

5989

P

ADM-2
PLGA

2391
933 1864 2020
1

2602

| TWE T

5 10 15 2 2

288 3316 3975

3 P
Time (min)

50 55



552

553

554

555

556

557

558

559

560

561

562

563

564

565

566

567

568

Transmittance [%]

40 50 B0 TO 8 %0 100

30

Transmittance [%)]

Figure 5

o S o ) — P '“
=0 = Ao = a2 4 mmom wa
e ) — oo f=] e o oo r
== = S4E = ppuy B ERY ¥2
£¥8 5 228 B BBy =8
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1
Fig. 5-A. FT-IR of empty PLGA nanoparticles.
=
=] — _ _
[ ]
(=31
(=]
(==}
o
—
=
(¥=]
=
uw
=
-
o]
o
@ 2 s 2 = sws o cme
2 20 5 8 T 8228 B8 S835 g wme o
o e =3 o = e e s e b i = =
= g3 g 2 F 9898 B gE238 B g 52
8 28 £ £ & 298 & 228 8 BE 5%
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber cm-1

Fig. 5-B. FT-IR of ADM-2 loaded in PLGA nanoparticles.

75



569

570

571

572

573

574

575

576

577

578

579

580

581

582

583

584

585

586

587

588

589

590

591

592

593

594

Transmittance [%]

40 50 60 70 80 90 100

30

—————
=
! A ),-”-\\ "M‘A ‘- -
WA y ) o
[I | m,_,l" N i Il.r’ Wy
U LAY / -
1 |
|I N I|
'ul f f
| [
L |
VL
W |
\! 1]
I.I
2 a3 = & F 248 B FEIE » ww o=
e P = =] o o o e @ W o e L —~
2 22 E & P 58 B BEEE @ g3 sS
Gl e = = - === - === & @@ me
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber cm-1

Fig. 5-C. FT-IR spectrum plotting among both particle formulations.

76



77

595 Figure 6
596

597

>

Hm ADM-2-loaded NPs
*kK 2 Non-loaded NPs

1004 —

125+
598

599

~
o
1

600

a
o
1

601

% Cell viability

)
i

602

o
1

603 1.0 04 001 DMEM PCL

604 NPs concentration (mg/mL)

605 B

606 125- HEl ADM-2-loaded NPs

e = Non-loaded NPs
100 g — - - -

607

-~
(8]
1

608

2

609

% Cell viability

N
(%))
1

610

(=}
L

611 10 04 001 DMEM PCL

612 NPs concentration (mg/mL)

613

614

615

616

617

618

619

620



621

622

623

624

625

626

627

628

629

Fold increase

78

Figure 7

ADM-2 ADM-2 PLGA

1.5

1.0-

0.5-

0.0 T

RPMI

1.5+

s

© 1.0

2

[3)

£

ko]

o 0.51

(1
0.0 T

DMEM

ADM-2 ADM-2 PLGA

ADM-2 PLGA



79

7 DISCUSSAO

As doengas isquémicas sdo uma importante causa de morbidade e mortalidade no
mundo, acarretando em anormalidades na funcao, reparo, e ritmo cardiaco. Dessa forma, a
entrega de drogas cardioprotetoras para o sitio do infarto do miocérdio e sistema cardiovascular
emergiu como uma solucdo promissora. Dentre estas drogas inclui-se os peptideos
angiogénicos, 0s quais podem atuar como uma abordagem terapéutica de prevencao para a
insuficiéncia cardiaca apés o infarto do miocardio. Entretanto, devido as limitacGes pertinentes
as biomoléculas, incluindo a curta meia-vida, baixa estabilidade em plasma, pobre
biodistribuicao, rapida degradacdo pelas enzimas hidroliticas e facil eliminacdo pelo sistema
mononuclear fagocitario, sua administracdo de forma livre no sitio-alvo torna-se discutivel
(LIU et al., 2014).

Dessa forma, com o intuito de superar as limitagdes dos peptideos e proteinas
administrados de forma livre no alvo terapéutico, a encapsulagao destas biomoléculas em uma
nanoformulacdo destaca-se como uma estratégia de sucesso. Para estudos de desenvolvimento
e caracterizacdo de formulacGes a base de nanoparticulas com um ativo encapsulado, é comum
a utilizacdo da albumina sérica bovina (BSA) como a proteina modelo (BLANCO; ALONSO,
1997; LAMPRECHT; UBRICH; PE, 2000). Neste sentido, pré-formulacdes de nanoparticulas
poliméricas contendo a BSA foram desenvolvidas através do método de emulsdo multipla por
extracao de solvente, o qual é caracterizado como o método mais comum para encapsulacao de
drogas hidrofilicas, especialmente proteinas e peptideos (MAKADIA; SIEGEL, 2011; YANG;
CHUNG; PING NG, 2001).

Até alcancar uma nanoformulacdo com as caracteristicas adequadas, nove pré-
formulacdes foram produzidas com diversas modificacOes, seguido de caracterizagdes fisico-
quimicas. A formulagdo F1 e F8 apresentaram tamanho, PDI e potencial zeta semelhantes a
formulacédo F9, entretanto, a F9 utilizou apenas 50 mg do PLGA e 0,5% de PVA, enguanto que
a F1 foi formulada com 100 mg de PLGA e a formulagéo F8 foi preparada com 2% de PVA.
Dessa forma, concluimos que, embora as trés pre-formulagcbes mencionadas ndo tenham
apresentado diferencas significativas quanto aos parametros avaliados, a preparagdo da

formulacdo com menores quantidades dos polimeros torna-se mais adequado.

As formulacbes F3 e F4 apresentaram PDI elevado e tamanhos entre 2 um e 6 um,

respectivamente. J& a formulacdo F7 ndo formou particulas, pois houve apenas uma breve
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agitacdo na emulsdo priméria e nenhuma agitacdo na fase continua, impossibilitando a
formacdo das nanoparticulas. A formulacéo F4 nao foi agitada durante a formacao da emulséo

primaria, obtendo um tamanho de particula um pouco elevado, de aproximadamente 400 nm.

Portanto, dentre todas as pré-formulacdes, a F9 ou NP-BSA, foi definida como a
formulacéo padréo para os ensaios seguintes com adrenomedulina-2 (ADM-2), uma vez que a
mesma apresentou didmetro médio de 264,7 £ 3,1 nm, PDI de 0,227 e potencial zeta de -3,22
+ 0,2 mV. Além disso, ao comparar os diametros médios, PDI e potencial zeta entre NP-BSA
e as nanoparticulas brancas (NP-Branca), ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes, indicando que a incorporacdo de proteina ndo altera estes pardmetros fisico-
quimicos. Isto pode estar relacionado a ligacdes entre a proteina encapsulada e o polimero, a

qual reduz o tamanho das nanoparticulas.

Segundo Schaffazick e colaboradores (2003), mesmo preparadas por diferentes
métodos, as nanoparticulas apresentam didametros médios entre 100 e 300 nm, corroborando
com o diametro médio encontrado na formulacdo NP-BSA. Além disso, de acordo com Matoba
e colaboradores (2017), o diametro médio de no maximo 300 nm evita a excre¢do renal e
permite que as nanoparticulas permanecam na circulacdo, podendo extravasar da vasculatura
com maior permeabilidade. Esta é uma caracteristica priméaria dos sistemas de liberacdo de
drogas na escala nano, acarretando na biodistribuicdo das nanoparticulas no tecido,

especialmente nos vasos do coragdo apds a isquemia-reperfusao.

Para avaliar a homogeneidade da distribui¢do dos tamanhos das nanoparticulas, o indice
de polidispersdo (PDI) foi calculado. Este indice pode variar de 0 a 1, sendo 1 o valor maximo
de disperséo das particulas. De acordo com Nemen & Lemos-Senna (2013), um PDI igual ou
menor do que 0,3 é considerado baixo, com pouca dispersdo dos tamanhos e alta
homogeneidade. Portanto, com o PDI de 0,227, a formulagio NP-BSA apresenta-se
homogénea, com pouca variagdo dos tamanhos das nanoparticulas e sem a presenca de
agregados.

Outro importante preditor da estabilidade coloidal é o potencial zeta, descrito como a
carga adquirida por uma particula ou molécula em um dado meio. Também é considerada uma
medida do grau de repulsdo eletrostatica ou atracdo em um sistema coloidal, a qual fornece
informacdo sobre a quimica da superficie ou interface de componentes individuais da particula
e as interagOes interparticulas (MALVERN, 2016). Assim, segundo Bhattacharjee et al. (2016),

uma dispersdo de nanoparticulas com valores de potencial zeta entre 0 £ 10 mV, £ 10 — 20 mV
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e > + 30 mV sdo consideradas altamente instaveis ou neutras, relativamente estaveis, ou
altamente estaveis, respectivamente.

A formulacdo NP-BSA apresentou um potencial zeta de -3,22 £ 0,2 mV, sendo
considerada instavel ou neutra. Devido a esta caracteristica, a formulacao pode ser susceptivel
a agregacdo enquanto estiver no estado de dispersdo coloidal. Contudo, apds a preparacéao, a
formulacdo é liofilizada, o que diminui as limitagdes associadas a dispersdo. Ainda, a pequena
carga negativa associada a formulacéo é atribuida a ionizacao dos grupos carboxila do polimero
PLGA sobre a superficie das nanoparticulas (VARSHOSAZ et al., 2017).

Para a formulagdo contendo ADM-2, o PLGA 502H Resomer® foi substituido por
PLGA 503H Resomer®, conferindo um aumento de 10 vezes no potencial zeta das
nanoparticulas, que alcangou -31 mV de carga superficial. Este elevado potencial zeta,
encontrado também em microparticulas de PLGA 503H (FORMIGA et al, 2013), classifica esta
nova formulagdo como altamente estavel e com valor comum & um sistema de liberacdo de
drogas.

Ao longo de 90 dias, a formulacdo também foi avaliada quanto ao comportamento
fisico-quimico dos parametros pH, condutividade elétrica e turbidez. Dessa forma, NP-BSA
demonstrou alta estabilidade quanto ao pH, refletindo uma baixa degradagéo do polimero. Além
disso, uma leve diminuicdo da turbidez foi registrada apenas nos dias 60 e 90 com um valor na
faixa de 900 NTU, demonstrando uma estabilidade 6tima ao longo de 2 meses, sem indicativo

de coalescéncia ou agregacao das nanoparticulas.

A condutividade elétrica (CE) é um parametro fisico-quimico que indica a presenca de
ions em uma solu¢do aquosa. Assim, embora tenha ocorrido uma baixa degradacdo do polimero
no meio aquoso e nenhuma mudanca significativa do pH ao longo do tempo, as variagdes de
CE podem ser decorrentes da carga negativa associada a ioniza¢do do PLGA, como observado

logo apos a preparacdo das nanoparticulas.

Outro importante parametro fisico-quimico é a morfologia das nanoparticulas, a qual
pode ser avaliada com alta precisao através da microscopia. Portanto, com o uso da microscopia
eletrbnica de varredura e transmissao, as nanoparticulas formuladas com PLGA pelo método
de emulsdo multipla por extracdo de solvente apresentaram a superficie lisa e forma esférica,
corroborando com a morfologia encontrada por outros autores utilizando o mesmo polimero e
método de fabricacdo (FORMIGA et al., 2014a; MCCALL; SIRIANNI, 2013).

Para quantificar a proteina encapsulada nas nanoparticulas, é necessario lisa-las para

ocorrer a liberagdo do ativo para 0 meio. Assim, a extracdo de BSA das nanoparticulas através
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do solvente DMSO mostrou-se eficiente, uma vez que foi possivel observar a completa
dissolugdo das nanoparticulas no meio aquoso, bem como quantificar a proteina liberada. Além
disso, demonstrou a eficiéncia do método de encapsulacdo do principio ativo e sua retencao na
nanoparticula. Um problema apontado com o uso de ativos hidrofilicos é a sua tendéncia
elevada em migrar para a fase interna organica. Entretanto, esse problema pode ser contornado
com o método de emulsdo multipla por extracdo de solvente, uma vez que as proteinas ou

peptideos podem ser dissolvidos na fase aquosa interna (SEVERINO, 2012).

Neste sentido, em comparacdo com a carga tedrica carregada nas nanoparticulas,
obtivemos uma boa eficiéncia de encapsulacdo de aproximadamente 60%, o mesmo valor
encontrado por Gupta et al. (1997), utilizando o mesmo método de preparacdo. Também,
utilizando o PVA como surfactante/estabilizador e realizando 0 mesmo método de preparo,
Adebileje, Valizadeh & Amani (2017) encontraram uma eficiéncia de encapsulacédo de 66%,
proximo ao valor encontrado na formulagdo padronizada pelo nosso grupo. Além disso, a
eficiéncia do método de encapsulacao e extracdo via DMSO também foi caracterizado através
do SDS-PAGE, sendo possivel observar claramente as bandas de BSA de 66 kDa em trés pré-

formulagGes analisadas.

As nanoparticulas de PLGA contendo BSA também foram avaliadas in vitro quanto a
sua citotoxicidade em duas linhagens celulares de murino: linhagem de macréfagos J774 e
linhagem de fibroblastos L929. Na linhagem L929, todas as concentra¢cdes demonstraram-se
citocompativeis, refletindo em torno de 100% de viabilidade celular. Com relacdo aos
macrofagos da linhagem J774, na maior concentracdo testada (1 mg/ml), as nanoparticulas
acarretaram na morte de 15 — 20% das células, o mesmo observado por Subbarayan e
colaboradores (2011). Nas demais concentracbes, 95 — 100% das células mantiveram-se
viaveis. De acordo com a ISO/EN10993-5 da Organizacdo Internacional para Padronizacdo
(2009), se a viabilidade celular relativa para a maior concentracao testada for maior > 70% do
controle, o material é considerado ndo-toxico. Dessa forma, as nanoparticulas séo consideradas

citocompativeis.

Guedj et al. (2015) também testaram nanoparticulas em uma linhagem de mondcitos de
humano, chamada THP-1, e observaram que ambas as nanoparticulas (carregadas com BSA ou
vazias) ndo apresentaram toxicidade as células em concentragdes similares as testadas no nosso

estudo.

Os principais fatores que influenciam na citotoxicidade de nanoparticulas sdo o material,

tamanho, forma, composicao, carga superficial e hidrofobicidade da superficie. Os fagdcitos,
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como o0s macréfagos, reagem mais fortemente as microparticulas do que as nanoparticulas,
demonstrando auséncia de citotoxicidade quando nanoparticulas sdo testadas. Em especial, as
nanoparticulas formuladas com PLGA sdo destacadas por ndo apresentarem citotoxicidade,
principalmente devido a sua constituicdo com dois monémeros (&cido latico e acido glicolico),
0s quais sdo naturalmente metabolizados pelo organismo através de rotas metabolicas comuns
(FROHLICH, 2012).

ApOls desenvolver e caracterizar uma pré-formulacdo com BSA como a proteina
modelo, a formulacdo contendo ADM-2 foi produzida. Através de avalia¢Ges fisico-quimicas
foi possivel observar o mesmo padréo de estabilidade obtido pelos ensaios prévios com BSA.
Nanoparticulas contendo ADM-2 foram caracterizadas e avaliadas in vitro quanto a sua
citotoxicidade e bioatividade. ADM-2 foi encapsulada com éxito em nanoparticulas de PLGA,
as quais ndo alteraram a viabilidade de macrofagos J774 e de cardiomidcitos H9c2,
demonstrando, portanto, a compatibilidade in vitro da nanoformulacéo. Através de ensaios de
proliferacdo em diferentes linhagens de células endoteliais, também determinou-se a
capacidade proliferativa destas células quando estimuladas com ADM-2 extraida das
nanoparticulas, indicando a preservacao da atividade biologica desta proteina ap0s o processo

de formulacdo em nanoparticulas poliméricas.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi delineado para desenvolver uma nanoformulacdo da proteina
angiogénica adrenomedulina-2 (ADM-2) e, assim, contribuir para posicionar esta biomolécula
como uma nova abordagem biotecnoldgica no ambito das terapias emergentes para o infarto do
miocardio. Um conjunto de experimentos prévios utilizando albumina (BSA) como proteina
modelo foi realizado. A partir destes dados, nanoparticulas contendo ADM-2 foram

desenvolvidas.

Técnicas de caracterizacdo de nanomateriais e ensaios in vitro de proliferacéo celular
foram empregados neste trabalho para elucidar o comportamento fisico-quimico das
nanoformulacdes produzidas, o perfil de citotoxicidade e atividade biolégica. ADM-2 foi
formulada com éxito em nanoparticulas poliméricas utilizando o método de emulsdo multipla
com evaporacdo do solvente. A formulacdo demonstrou compatibilidade in vitro com
macrdfagos da linhagem J774 e cardiomidcitos da linhagem H9c2. Também foi capaz de
estimular a proliferacdo celular das linhagens endoteliais HUVEC e EA.hy926, indicando que
a atividade biologica deste fator de crescimento foi preservada apds seu processo de formulacao

em nanoparticulas de PLGA.

Este trabalho é o primeiro estudo de desenvolvimento de uma nanoformulagdo de ADM-
2, com potencial de inovacéo, no ambito da terapia com fatores de crescimento, direcionada ao
infarto do miocardio. Para explorar este potencial, ensaios pré-clinicos de eficacia com modelos

animais de infarto do miocardio deverao ser executados no futuro.
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ANEXOS

Western Blot

Ap0s a caracterizacdo das nanoparticulas com BSA pelo SDS-PAGE, as nanoparticulas
contendo ADM-2 também foram caracterizadas por SDS-PAGE com posterior analise através
do Western blot. O SDS-PAGE foi realizado em um gel de 18% de poliacrilamida e apds a
eletroforese das proteinas, as bandas foram transferidas para uma membrana de PVDF (0,45
pm) em tampdo de transferéncia pelo Trans-Blot®-Turbo™ (Bio-Rad, Laboratories Inc.,
Alemanha). Apds 1 hora em tampéo de bloqueio com 5% de leite em p6 em TBS 1X mais
0,05% de Tween 20, a membrana foi incubada overnight a 4°C com o anticorpo primario anti-
ADM-2 (1:1000) (anticorpo do kit ELISA ADM-2). Para a imunorreacdo, 0 anticorpo
secundario anti-rabbit conjugada com a horseradish peroxidase (HRP) (1:3000) foi adicionado.
Apdbs trés lavagens, as bandas imunorreativas foram reveladas através do Luminol e
visualizadas pelo software ImageQuant. A visualizagdo das bandas do marcador molecular na
membrana indica que a transferéncia das proteinas foi realizada com sucesso. Entretanto, com
relacdo a adrenomedulina-2 extraida das nanoparticulas e as concentra¢es conhecidas (1 ng, 5
ng, 10 ng e 50 ng) de adrenomedulina-2 em solucéo, o anticorpo primério néo foi capaz de se
ligar. Portanto, ndo foi possivel visualizar as bandas na membrana (Figura 16). Esta limitacdo
de ligacdo do anticorpo primario as proteinas pode estar atrelada ao fato deste anticorpo
disponivel para o kit ELISA ndo ter sido validado para Western Blot.
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Figura 16. Western blot de adrenomedulina-2 extraida das nanoparticulas.



