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RESUMO

CAVALCANTE, M.F. Efeitos do fragmento variavel de cadeia unica anti-LDL
eletronegativa vetorizado em nanocapsulas na aterosclerose experimental.
2016. 273f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, S&o Paulo, 2016.

As doencgas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade no mundo. A
aterosclerose é a base fisiopatoldgica dessas doengas, sendo definida como um
processo cronico-inflamatério multifatorial, resultando da interagdo de diferentes
células como linfocitos, macréfagos, células endoteliais e células musculares lisas
na parede arterial. A lipoproteina de baixa densidade eletronegativa [LDL(-)], uma
subfracdo modificada da LDL nativa, desempenha um papel-chave na aterosclerose,
uma vez que as modificacdes sofridas por esta particula sdo capazes de induzir o
acumulo de ésteres de colesterol em macrofagos e a subsequente formagédo de
células espumosas. O sistema imunologico € crucial no processo aterogénico e
estratégias terapéuticas direcionadas a imunoregulagdo deste processo tém sido
utilizadas como novas alternativas tanto na prevengdo do desenvolvimento quanto
da progressao desta doenca. Dentre essas estratégias, destaca-se o uso de
fragmentos de anticorpos como o scFv (do inglés, single chain fragment variable),
que podem ainda estar conjugados a nanoparticulas com o intuito de aumentar sua
eficiéncia de agao no organismo. Diante do papel da LDL(-) na aterosclerose, este
projeto objetivou avaliar os efeitos in vitro e in vivo de um sistema nanoestruturado
contendo fragmentos scFv anti-LDL(-) derivatizados na superficie de nanocapsulas
sobre macréfagos murinos e humanos primarios e em camundongos knockout para
o gene do receptor da LDL (LdIr”") no desenvolvimento e na progressdo dessa
doenga. Demonstrou-se que o tratamento de macrofagos com a formulagdo scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn diminuiu de forma significativa a captagdo de LDL(-), assim
como a expressao de IL-18 (mRNA e proteina) e MCP-1 (mRNA). Foi demonstrada
a internalizagdo da nanoformulagéo pelos macrofagos via diferentes mecanismos de
endocitose, demonstrando seu potencial uso como carreador de farmacos. In vivo, a
nanoformulagdo diminuiu de forma significativa a area da lesao aterosclerdtica em
camundongos Ldlr” submetidos & avaliacdo pela técnica de tomografia por emissao
de pésitrons (do inglés, PET), utilizando o radiotracador ®F-FDG (*®F-desoxiglicose),



associada a tomografia computadorizada (CT) com agente de contraste iodado,
além da analise morfométrica das lesdes no arco aortico. O conjunto dos resultados
obtidos evidenciou a agéo ateroprotetora da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn,

reforgando seu potencial como estratégia terapéutica na aterosclerose.

Palavras-chave: aterosclerose, endocitose, lipoproteina de baixa densidade, LDL(-),
macréfago, nanoformulagao, scFv, '8F-FDG, PET/CT.



ABSTRACT

CAVALCANTE, M.F. Effects of an anti-LDL(-) single chain fragment variable
vectorized in nanocapsules in experimental atherosclerosis. 2016. 273f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo,
Sao Paulo, 2016.

Cardiovascular diseases are the leading cause of mortality worldwide.
Atherosclerosis is the pathophysiological basis of these diseases, defined as a
chronic inflammatory multifactorial process, resulting from the interaction of several
cells such as lymphocytes macrophages, endothelial cells and smooth muscle cells
within the arterial wall. The electronegative low-density lipoprotein [LDL(-)], a
modified subfraction of native LDL, plays a key role in atherosclerosis, since its
modifications are capable of inducing the accumulation of cholesteryl esters in
macrophages and the subsequent foam cells formation. The immune system is
crucial in atherogenic process and therapeutic strategies directed to the
immunoregulation of this process have been used as a new alternative in the
prevention of the development as well as the progression of this disease. Among
these strategies, it is the use of antibody fragments such as scFv (single chain
fragment variable), which may be also conjugated to nanoparticles in order to
increase their efficiency in the body. Given the role of LDL(-) in atherosclerosis, the
aim of this project was to evaluate the in vitro and in vivo effects of a nanostructured
system containing scFv anti-LDL(-) fragments derivatized on the surface of
nanocapsules on murine and human primary macrophages and in the development
and progression of the disease in LDL receptor knockout mice (LdIr”). It was
demonstrated that the treatment of macrophages with scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn
formulation significantly decreases the uptake of LDL(-) and the expression IL-1[3
(mRNA and protein) and MCP-1 (mRNA). Moreover, the internalization of the
nanoformulation by macrophages through different endocytosis mechanisms was
shown, demonstrating its potential use as a nanocarrier. In vivo, the nanoformulation
decreased the area of atherosclerotic lesions in Ldlr”~ mice evaluated by positron
emission tomography with "®F_FDG associated with computed tomography with
iodinated contrast agent (PET/CT), besides the lesion morphometric analysis at the
aortic arch Thus, these data provide evidence of the atheroprotection action of the



ateroprotection action of the scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn formulation, suggesting its

promising use as a therapeutic strategy for atherosclerosis.

Keywords: atherosclerosis, endocytosis, low-density lipoprotein, LDL(-), macrophage,
nanoformulation, scFv, "®F-FDG, PET/CT.
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1 INTRODUGAO

1.1 Aterosclerose: conceito e fisiopatologia

As doengas cardiovasculares (DCV) séo definidas como processos patologicos
continuos que se iniciam com a presenga de um ou mais fatores de risco, levando
ao desenvolvimento de lesbes na parede arterial, que progridem e causam eventos

cardiovasculares como o infarte agudo do miocardio, dentre outros (DAHLOF, 2010).

Diversos sao os fatores de risco associados a essas doencas, destacando-se:
sedentarismo, tabagismo, ma alimentacdo somada a obesidade, hipertensdo e
estresse, além de diabetes tipo 2 e dislipidemias quando nao controladas (ESC/EAS,
2011). As DCV lideram as causas de mortalidade mundial (AHA, 2014). Sdo mais de
500 mil obitos por ano no Brasil, 400 mil em paises desenvolvidos como os Estados
Unidos da América e cerca de 31% do numero total de mortes no mundo (WHO,
2011).

A aterosclerose é a principal causa de DCV, estando associada a doenca
arterial coronariana, a doenca vascular-cerebral e a doenga vascular periférica
(WHO, 2011; TOTH et al., 2014), sendo responsavel por mais vitimas fatais do que
todos os tipos de cancer combinados (STOCKER et al., 2004; AHA, 2014). E uma
doenga de desenvolvimento lento, podendo progredir a um estagio avangado no
momento em que se inicia a manifestagcdo dos sintomas (ESC, 2012). Dentre os
fatores de risco conhecidos, os niveis plasmaticos elevados de colesterol total e da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) destacam-se (SNIDERMAN et al., 2012;
SNIDERMAN; KWITEROVICH, 2013; TOTH et al., 2014), estando associados a um
terco dos casos de aterosclerose descritos (WHO, 2008).

A aterosclerose € uma doencga cronico-inflamatéria multifatorial da parede
arterial — de artérias de calibre médio e grande - com o envolvimento do sistema
imunoldgico (LEEUWEN et al., 2008; CARVALHO, PEREIRA, SHOENFELD, 2010),
com participagdo das imunidades inata e adaptativa (WANROOJI et al., 2006;
NILSSON; HANSSON, 2008) e sendo o resultado da interagao de diferentes células

como linfocitos, macrdéfagos, ceélulas endoteliais e células musculares lisas
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(GEORGE et al., 2000; CHAABANE; COEN; BOCHATON-PIALLAT, 2014). O
acumulo de lipoproteinas de baixa densidade modificadas (LDLm), o aumento da
producdo de radicais livres, a presenca de microrganismos infecciosos, estresse de
cisalhamento, hipertensio, toxinas provenientes do tabaco ou a combinagao desses,
ou de outros fatores que levam a uma resposta inflamatéria compensatoéria, induzem
a ocorréncia de uma complexa disfuncdo endotelial. O endotélio da parede arterial
atua como uma barreira entre o sangue e as proteinas da matriz subendotelial e tem
grande importancia na prevengcdo do desenvolvimento da aterosclerose. A
ocorréncia de disfuncdo endotelial neste local facilita o desenvolvimento de
inflamagéao (LIBBY, 2006), caracterizando, assim, o processo aterogénico (STOLL et
al., 2006; NICCOLI et al., 2012).

A formacgao da lesao ateroscleroética (Figura 1) pode ser iniciada pelo acumulo
de LDL modificada na camada intima arterial (MCMAHON et al., 2007). Esse
acumulo é facilitado pelo aumento de LDL circulante, assim como o transporte e a
retengdo da lipoproteina nos locais preferenciais para o desenvolvimento da leséo
nas artérias (LUSIS, 2000; SNIDERMAN et al., 2012). A lipoproteina é transportada
para a camada intima arterial por um mecanismo de difusdo passiva dependente da
interacao entre a apolipoproteina B (Apo B) e proteoglicanos da matriz extracelular
(SAHA et al., 2009).

Essa LDL modificada acumulada estimula o aumento da expressdo das
moléculas de adesdo VCAM-1 (molécula 1 de adeséao vascular) e ICAM-1 (molécula
1 de adesao intercelular) por células endoteliais e de MCP-1 (proteina 1 quimiotatica
para mondocitos) por células musculares lisas, colaborando com o recrutamento de
leucdcitos para o local da lesédo, proporcionando, assim, a ligagdo de mondcitos
circulantes e de células T ao endotélio e a consequente transmigracdo dessas
células a intima arterial (GU et al, 1998; REAPE; GROOT, 1999; LIBBY; RIDKER;
MASERI, 2002). As células endoteliais e as células musculares lisas atuam ainda na
secregao do fator estimulador de colénias de macrofagos (do inglés, M-CSF), que
induz a diferenciagdo de monocitos em macrofagos. Os macrofagos capturam as
lipoproteinas modificadas, via endocitose mediada por receptor, promovendo o
acumulo de ésteres de colesterol no citoplasma e, consequentemente, formando as
chamadas células espumosas (LUSIS, 2000). Essas células espumosas sao
suscetiveis a apoptose, propiciando a liberagcdo de colesterol e debris celulares e

contribuindo para o aumento do conteudo lipidico no centro necrotico da lesdo
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(ESTRUCH et al., 2013). Nesta etapa, os macrofagos secretam também interleucina
1 beta (IL-1B), que estimula a ativagao de linfécitos, assim como do fator de necrose
tumoral alfa (TNFa), que inicia a cascata de citocinas, aumenta a permeabilidade
vascular e promove o recrutamento de mais macréfagos, ambos atuando na
amplificagdo da inflamacéo (LIBBY, 2002).
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Figura 1: Inicio do desenvolvimento da lesdo aterosclerética. As lipoproteinas modificadas,
acumuladas na intima arterial, ativam o endotélio que recruta mondcitos circulantes que se
diferenciam em macréfagos. Os macréfagos internalizam a LDL modificada, que causa injuria e
disfungdo endotelial, e se transformam em células espumosas. Essas células sdo suscetiveis a
apoptose e contribuem para o aumento do conteudo lipidico no centro necroético da lesdo (Adaptado
de ANDERSSON; LIBBY; HANSSON, 2010).

Simultaneamente ocorre o aumento da expressdao de PRRs ou receptores de
reconhecimento padrao (revisado por ANDERSSON; LIBBY; HANSSON, 2010), que
interagem com padrdes moleculares associados a patdégenos (do inglés, PAMPs) ou
com padrdes moleculares associados ao dano (do inglés, DAMPs) e permitem o
reconhecimento de antigenos, como a LDLm. No caso da aterosclerose, os
receptores mais importantes sdo os scavenger (SRs) e os Toll-like (SHASHKIN et
al., 2005; ESTRUCH et al., 2013).
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Os receptores scavenger sao divididos em 8 classes (A-H), estando grande
parte delas relacionadas ao desenvolvimento da aterosclerose por contribuicao
direta a formagao de células espumosas pela interagdo com LDLm (revisado por
KZHYSHKOWSKA; NEYEN; GORDON, 2012). Dentre os receptores scavenger que
merecem destaque no reconhecimento e internalizacdo da LDLm podem ser citados:
os de classe A (SR-Al e SR-AIll), classe B (CD36 e SR-BI) e classe E (LOX1 —
receptor de LDL oxidada semelhante a lectina 1) (revisado por MOORE; FREEMAN,
20086).

Os receptores scavenger podem variar quanto a habilidade de endocitar e
degradar particulas de LDLm. O CD36, por exemplo, € encontrado em diversos tipos
celulares como mondécitos, macrofagos, adipécitos, células endoteliais e plaquetas e
possui diversos ligantes comuns ao SR-A, diferindo, no entanto, em relagdo a sua
baixa afinidade de ligacdo a LDL extensivamente oxidada (ENDEMAN et al., 1993).
Receptores SR-Bl, assim como CD36, demonstram alta eficiéncia no
reconhecimento e internalizacdo de LDL oxidada. No entanto, a degradagédo da
particula é realizada de forma adequada apenas quando internalizada pelo ultimo
(SUN et al., 2007). Diversos estudos tém demonstrado o papel critico dos SRs sobre
a formagao de células espumosas. Kunjathoor et al., (2002) evidenciaram que
ambos os SR-A e o0 CD36 sao responsaveis por 75 a 90% da degradacao de LDL
modificada por acetilagdo ou oxidagdo em estudo envolvendo o uso de macrofagos
peritoneais isolados de camundongos knockout para os trés receptores. Moore e
Freeman (2006) determinaram que o CD36 é responsavel por 60 a 70% do acumulo
de ésteres de colesterol em macréfagos expostos a LDL oxidada. Em 2010, um
estudo realizado por nosso grupo (PEDROSA et al., 2010) demonstrou o aumento
da expressao de CD36 e da formacédo de células espumosas em macrofagos
murinos na presenga de LDL eletronegativa [LDL(-)], uma subfragdo modificada da
LDL nativa (LDLn). Vale ressaltar que a expressdo desses receptores,
diferentemente da expressao dos receptores B/E, que reconhecem um dominio N-
terminal da apo B-100 (revisado por GLASS; WITZTUM, 2001) na LDL nativa, ndo é
regulada pelo nivel de colesterol intracelular, favorecendo a internalizagdo continua
de LDLm e a consequente formagao das células espumosas e, assim, de estrias
gordurosas (LIBBY, 2006).

Os receptores toll-like (TLRs) desempenham um papel importante na regulagéao

da resposta imune inata através do reconhecimento de organismos patogénicos,
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proteinas, acidos nucléicos e lipidios (MEDZHITOV, 2001; AKIRA et al., 2006)
associados aos PAMPs e aos DAMPs. Atualmente, sdo conhecidos mais de dez
tipos de TLRs em humanos e 13 em camundongos (LUNDBERG; HANSSON, 2010),
que podem ser expressos tanto na superficie das células quanto em compartimentos
intracelulares (HONGHUI et al, 2012). Os TLRs reconhecem os padrbes
moleculares e ativam NF-kB (Fator de transcrigdo nuclear kappa B), que induz um
aumento da expressao de diversos genes inflamatorios, ativando, assim, o sistema
imune e intensificando a resposta inflamatéria (ADEREM; ULEVITCH, 2000). A
implicacdo dos TLRs na aterosclerose foi sugerida, inicialmente, a partir da
observacdo da expressdo de TLR-4 por macrofagos presentes em lesdes
ateroscleroticas (XU et al., 2001), sendo encontrados também em células endoteliais
e musculares lisas (EDFELDT; SWEDENBORG; HANSSON, 2002; OTSUI et al.,
2007). Edfeldt e colaboradores (2002) demonstraram o aumento da expressédo de
TLR-1, TLR-2 e TLR-4 por células endoteliais e macrofagos infiltrados provenientes
de lesbes aterosclerdticas, o que nao foi evidenciado em artérias normais.
Adicionalmente, foi determinado o aumento da expressdo de TLR4 em mondcitos
circulantes de pacientes com doencga arterial coronariana (METHE et al., 2005).
Sabe-se que TLR-4 é o receptor para LPS (lipopolissacarideo, componente
encontrado na parede celular de bactérias gram-negativas) e a interagéo entre eles
depende de um co-receptor, o CD14 (expresso em mondcitos, macrofagos, linfocitos
e neutrofilos). Ambos atuam em conjunto no reconhecimento da LDL eletronegativa
e na sua internalizagao, favorecendo a formagéo de células espumosas (MILLER et
al., 2003) e a indugéao do seu efeito pré-inflamatério (ESTRUCH et al., 2013).

As células T estdo presentes em todos os estagios da aterosclerose e
desempenham um papel essencial no inicio e na progressdao de lesbes
(KETELHUTH, 2013). Linfocitos T CD4" e CD8" s&o recrutados para a intima arterial
(Figura 2), a sua ativacdo, no entanto, é dependente do reconhecimento de
antigenos, que devem ser apresentados por proteinas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) presentes nos macrofagos (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005). Apds esse reconhecimento, a resposta imune adaptativa € iniciada
e as células T passam a produzir citocinas inflamatérias, como IFN-y (Interferon
gama) e IL-4, variando com o tipo de célula T ativada. Células T CD4" sdo
encontradas predominantemente em relacdo a células T CD8" em placas
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ateroscleroticas humanas (revisado por HANSSON; ROBERTSON; SODERBERG-
NAUCLER, 2006).

Linfocitos T CD4" podem ser distinguidos em diferentes tipos, dentre eles: Th1,
Th2 e Treg (células T regulatérias). As células Th1 secretam IFN-y e TNF-a, as
células Th2 secretam IL-4, IL-5 e IL-10; ambas regulam negativamente uma a outra
através da secrecdo de suas citocinas especificas. Em termos gerais, células Th1
promovem a ativagdo de macrofagos, enquanto as Th2 promovem a producao de
anticorpos anti-LDLm por linfocitos B (NILSSON; HANSSON; SHAH, 2005). As
células Treg, por sua vez, sdo caracterizadas pela expressao de receptores de
superficie CD25 (uma subunidade do receptor de IL-2) e CD4, além do fator de
transcrigdo FOXP3 (do inglés, forkhead box P3) (revisado por LIBBY; LICHTMAN;
HANSSON, 2013). Essas células atuam na inibicdo da inflamagéo e da progressao
da lesdo aterosclerética, reduzindo a formacao de células espumosas in vitro e
induzindo a diferenciagcédo de macroéfagos para o fenétipo M2 (antiinflamatério) ao
invés de M1 (pro-inflamatério) (LIU et al., 2011). Grande parte dos efeitos mediados
pelas células Treg sao provenientes das citocinas IL-10 e TGF-B (Fator de
transformacgao do crescimento 8 ) (revisado por LAHOUTE et al., 2011). Estudos em
camundongos C57BL/6 /1107 tratados com anticorpo anti-TGF- B demonstraram o
agravamento da inflamagao vascular assim como o aumento da progressao da lesao
aterosclerdtica (MALLAT et al, 1999), tendo sido observados resultados
semelhantes em camundongos C57BL/6 Apoe” tratados com o mesmo anticorpo
(MALLAT et al., 2001). Adicionalmente, um estudo envolvendo a transferéncia de um
isolado de células CD4°CD25", contendo células Treg, demonstrou redugdo do
desenvolvimento da aterosclerose em diversos modelos murinos (AIT-OUFELLA et
al., 2006).

Em uma etapa posterior do desenvolvimento da lesao (Figura 2), ocorre a
proliferacdo de células musculares lisas, provenientes da camada média da artéria,
que, uma vez na camada intima, passam a secretar elementos da matriz
extracelular, formando uma capa fibrosa, que recobre a lesdo, favorecendo o
desenvolvimento das placas e o aumento do seu tamanho (CHAABANE; COEN;
BOCHATON-PIALLAT, 2014). A lesao continua a crescer pela migragao de novas
células mononucleares e seu ponto critico é caracterizado quando a les&o atinge a
camada adventicia e, em seguida, se expande em direcdo ao lumen (LUSIS, 2000).
A placa aterosclerdtica € caracterizada por depésitos de restos celulares, lipideos e
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uma capa fibromuscular lisa (KETELHUTH; HANSSON, 2011). Com o avango da
doenca, esta placa pode evoluir para uma condigdo de maior vulnerabilidade, eroséo
e ruptura. Por sua vez, a exposi¢cao da matriz extracelular e do centro lipidico-
necroético ao sangue inicia uma resposta trombética que culminara nos desfechos
clinicos caracteristicos da aterosclerose (KETELHUTH; HANSSON, 2011; THIM et
al., 2012).
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Figura 2: Envolvimento de linfécitos no desenvolvimento e progressdao da lesédo
aterosclerodtica. Linfécitos sdo apresentados por proteinas do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) presentes nos macréfagos. Em termos gerais, células Th1 promovem a ativagéo de
macréfagos, enquanto Th2 promove a produgdo de anticorpos anti-LDLm por linfécitos B. Em uma
etapa posterior, ocorre a proliferagdo de células musculares lisas, que passam a secretar elementos
da matriz extracelular, formando uma capa fibrosa, que recobre a lesdo, e favorecendo o
desenvolvimento das placas e o aumento do seu tamanho. A lesdo continua a crescer pela migracao
de novas células mononucleares e seu ponto critico é caracterizado quando a les&do atinge a camada
adventicia e, em seguida, se expande em diregdo ao lumen. Com o avango da doenca, esta placa
pode evoluir para uma condicdo de maior vulnerabilidade, erosdo e ruptura. Adaptado de
ANDERSSON; LIBBY; HANSSON, 2010).
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1.2 LDL: estrutura e modificagoes

Ha relatos de que varios antigenos podem estar envolvidos no inicio e
progressao da aterosclerose (MILIOTI et al., 2008), incluindo a B2 Glicoproteina |
(KOBAYASHI et al.,, 2003; KLINGENBERG et al., 2011) e proteinas de choque
térmico (BENAGIANO et al., 2005). Entretanto, a LDL e suas versdes modificadas
destacam-se como os mais importantes candidatos (HERMANSSON et al., 2010;
HERMANSSON et al., 2011; KETELHUTH et al., 2011).

A lipoproteina de baixa densidade € uma fracdo constituida por particulas
compostas por aproximadamente 75% de lipideos e 25% de proteinas (BANCELLS
et al., 2010). Sua particulas sao formadas (Figura 3) por uma parte central de lipidios
hidrofébicos e uma monocamada de lipidios polares e apolipoproteinas que
circundam os primeiros (SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006). Sua sintese
ocorre na circulagdo sanguinea pela agédo da enzima lipase lipoprotéica a partir da
lipdlise da VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa), produzida e secretada pelo
figado, em uma etapa posterior a formagao da IDL (lipoproteina de densidade
intermediaria) (ITABE, 2008). E uma particula esférica com um diametro médio de
22 nm, sua principal apolipoproteina € a apoB-100 (peptideo de cadeia Unica com
aproximadamente 500 kDa), possuindo ainda tragos de apo-E (apolipoproteina E), e
possui meia-vida plasmatica de aproximadamente dois a trés dias (SIQUEIRA;
ABDALLA; FERREIRA, 2006). E a principal responsavel pelo transporte do
colesterol sérico, sendo internalizada por sua ligacédo aos receptores de LDL (B/E)
presentes na membrana plasmatica de células hepaticas e dos tecidos periféricos,
regulando a sintese de colesterol nesses locais (BRAUNWALD, 1999).
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Figura 3: Representacdo da composicao da particula de LDL. A lipoproteina de baixa densidade &
constituida por cerca de 75% de lipideos, compreendendo uma parte central de lipideos hidrofébicos
(colesterol livre ou ndo esterificado, colesterol esterificado e triglicérides) e uma monocamada de
lipideos polares (fosfolipideos) e 25% de proteinas. A sua principal apolipoproteina ¢ a apo B100
(Adaptada de WILLY ORGANIC CHEMISTRY, 2016).

LDL modificada € o termo genérico para descrever uma grande variedade de
particulas provenientes de alteragdes fisico-quimicas que os componentes lipidicos
e protéicos da LDL podem sofrer. Diversos processos in vivo como oxidagao (JUN-
JUN et al., 2000), carbamilacédo (SHAH et al., 2008), nitragdo (PELUFFO et al.,
2007), glicagdo (BROWN et al., 2007), enriquecimento com acidos graxos nao-
esterificados (do inglés NEFA, non-esterified fatty acids) (BENITEZ et al., 2002),
reagdes cruzadas com hemoglobina (ZIOUZENKOVA et al., 1999) e modificagcbes
provocadas pela agdo enzimatica de lipoxigenases e mieloperoxidases (HEVONOJA
et al., 2000) podem alterar a particula de LDL. Particulas modificadas podem diferir
em relacédo ao seu tamanho, a sua densidade, composigao quimica, carga elétrica e
propriedades fisicas (BANCELLS et al., 2010; NICCOLI et al., 2012).

Dentre as subfracbes de LDL modificada, a LDL oxidada (LDLox) e a LDL
eletronegativa s&o as mais estudadas, diante do seu amplo papel na génese e na
progressao da aterosclerose (YANG et al., 2012). A oxidagao da particula de LDL é
um processo progressivo que leva a formagao da LDL oxidada, uma particula que
contém lipideos oxidados em diferentes proporg¢des incluindo aldeidos, oxiesterois e
lipideos peroxidados (SALVARYE et al., 2002). No processo de formagao da LDLox,
a apo B100 também sofre modificagdes, resultando na diminuicdo de sua afinidade
por receptores B/E e no aumento da afinidade aos receptores scavenger, como o
CD36 e 0 LOX-1 (SALVARYE et al., 2002). Essa subfragdo modificada da LDLn atua
induzindo ndo sé a formacdo de células espumosas e a apoptose em células

endoteliais (MITRA et al, 2011) como também a secrecdo de enzimas de
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degradagéo da matriz extracelular, as metaloproteinases, contribuindo, assim, para a
ruptura da capa fibromuscular que recobre a lesdo aterosclerética e promovendo o
inicio de um evento trombético (HAGEMANN et al., 2012). A LDL eletronegativa, por
sua vez, apesar de ter sido considerada inicialmente uma particula oxidada, &,
atualmente, definida como um conjunto de particulas modificadas de LDLn que
apresentam diferentes propriedades, que podem variar de acordo com sua origem
(ESTRUCH et al., 2013). Considera-se que outros mecanismos, além da oxidagao,
possam atuar na modificagdo dessas particulas, promovendo o aumento da carga
negativa da LDLn, incluindo glicagdo n&o-enzimatica e enriquecimento de acidos
graxos nao-esterificados, além de modificagbes relacionadas a agdo das enzimas
fosfolipase A2 (do inglés, PLA2) e esfingomielinase (do inglés, SMase) (KOVANEN,;
PENTIKAINEN, 2003). De forma geral, a LDL(-) é definida como um conjunto de
particulas que possuem uma carga mais negativa — caracteristica comum a essas
particulas — em relacdo a LDL nativa. Essa subfracdo da lipoproteina de baixa
densidade foi inicialmente identificada através de cromatografia de troca i6nica de
plasma humano por Avogaro, Bon e Cazzolato, em 1988.

1.3 LDL(-): contribuicdo no processo ateroscleroético

A LDL(-) pode ser encontrada no plasma sanguineo (AVOGARO; BON;
CAZZOLATO, 1988) e no espaco subendotelial (SANCHEZ-QUESADA et al., 2012),
e esta intimamente relacionada ao desenvolvimento da aterosclerose, apresentando
propriedades pro-inflamatorias e pré-angiogénicas que contribuem para a
progressdo da doenca (SANCHEZ-QUESADA et al., 2003). As concentragdes
plasmaticas da LDL(-) em individuos normolipémicos representam cerca de 1 a 10%
da concentragédo de LDL total. Diversos estudos ja demonstraram que esses niveis
encontram-se aumentados em individuos com doengas como diabetes tipos 1 e 2
(SANCHEZ-QUESADA et al., 1996, 2001; OLIVEIRA et al., 2006; PEREIRA et al.,
2008), hipercolesterolemia familiar (SANCHEZ-QUESADA et al., 1999; BARROS et
al., 2006; PEREIRA et al., 2006), sindromes coronarianas (APOLINARIO;
RODRIGUES; ABDALLA, 2006) e em pacientes renais cronicos sob tratamento de
hemodialise (LOBO et al., 2008). Além disso, estudos in vivo demonstraram a
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presenca de LDL(-) no plasma de camundongos (GROSSO et al., 2008) e coelhos
(DAMASCENO, 2001) com lesdes ateroscleroticas.

Em relagao a sua composigéo, a LDL(-) contém maior quantidade de 6xidos de
colesterol e dienos conjugados e niveis diminuidos de a-tocoferol em comparagéo a
LDL nativa ou ndo-modificada (CHANG; ABDALLA; SEVANIAN, 1997; BANCELLS
et al., 2010), além de possuir um conteudo aumentado de apolipoproteinas C-lll e E,
acido sialico, ceramidas e acidos graxos n&o-esterificados, e apresentar maior
atividade de acetilhidrolase do fator ativador de plaquetas (do inglés, PAF-AH)
(SANCHEZ-QUESADA et al., 2003). A LDL(-) apresenta ainda maior
susceptibilidade & oxidagdo (CAZZOLATO et al., 1991) e a agregagdo (SANCHEZ-
QUESADA et al., 2002). Outra caracteristica importante da LDL(-) esta relacionada a
modificagdo em sua apoB-100 (PARASASSI et al., 2001) que: 1) dificulta seu
reconhecimento pelo receptor B/E, por diminuicdo da sua afinidade de ligagao ao
receptor de LDL, aumentando o tempo de residéncia dessa lipoproteina na
circulagéo e 2) promove um aumento de sua afinidade por proteoglicanos da matriz
extracelular (ESTRUCH et al., 2013); isso implica na possibilidade de favorecimento
da ligagédo entre a LDL(-) e proteoglicanos da matriz extracelular, tornando-a mais
prejudicial em relagdo a outras formas modificadas (revisado por MELLO et al.,
2011).

A LDL(-) pode contribuir para a aterogénese estimulando as células endoteliais
a produzir citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que desempenham um
papel importante no recrutamento de leucécitos para a camada intima arterial,
proliferacdo celular e inducdo de uma resposta pré-inflamatoéria, favorecendo o
desenvolvimento da aterosclerose. A LDL(-) pode interferir, por exemplo, sobre a
integridade do endotélio, uma vez que seus estimulos pré-inflamatérios podem
aumentar a expressao de moléculas de adesdo que medeiam a ligagdo de
mondcitos circulantes e outros leucocitos ao endotélio. Estudos realizados por De
Castellarnau e colaboradores (2007) em células endoteliais da veia umbilical
humana (do inglés, HUVEC) determinaram que a LDL(-) apresenta citotoxicidade
para células endoteliais, induz a expressdo de citocinas (SANCHEZ-QUESADA et
al., 2002), como IL-1B (ARMAN et al., 2008), IL-8 (DE CASTELLARNAU et al., 2000)
e a proteina-1 quimiotatica para mondcitos (do inglés, MCP-1) (SANCHEZ-
QUESADA et al., 2003), assim como moléculas de adesdao, como a VCAM-1,
induzida pela acao de TNFa, e ICAM-1 (HANSSON, 2001). Em monécitos e
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linfécitos, a LDL(-) induz a liberagéo de IL-1B, IL-6, IL-10 e MCP-1 (BENITEZ et al.,
2007; BANCELLS et al., 2010), sendo essa liberagdo mediada pelos receptores
CD14 e TLR-4 em um mecanismo, que parece ser ativado pelo conteudo aumentado
de ceramidas e de NEFA (PFEIFFER et al., 2001).

A LDL(-) induz ainda a liberagdo do fator estimulador de colbnias de
macrofagos e do fator de crescimento B derivado de plaquetas (do inglés, PDGF-B)
(DE CASTELLARNAU et al., 2007) e inibe a sintese de oxido nitrico pela eNOS
(6xido nitrico sintase endotelial) (BERLINER et al., 1995). Esse conjunto de dados
sustenta fortemente a utilizagdo da LDL(-) como alvo na terapia da aterosclerose.

1.4 scFv anti-LDL(-): desenvolvimento e efeitos na aterosclerose

Apesar dos relatos na literatura demonstrarem a importancia da LDL e das LDL
modificadas como antigeno no processo aterosclerético, faltavam ferramentas
adequadas para seus estudos. Nesse sentido, Abdalla e colaboradores (2002)
desenvolveram anticorpos monoclonais (do inglés, MAbs) anti-LDL(-) (1A3H2 e
2C7D5F10) por imunizagdo de camundongos da linhagem Balb/c com LDL(-),
isolada a partir de plasma humano, e demonstraram que a imunizacdo passiva de
camundongos Ldlr”~ com os MAbs anti-LDL(-) resultou em uma menor area de lesdo
aterosclerdtica na raiz da aorta, menor numero de células espumosas localizadas na
regido subendotelial da artéria e baixos niveis circulantes de LDL(-), quando
comparados a animais ndo imunizados ou imunizados com um MADb controle
irrelevante (GROSSO et al., 2008). Estes resultados indicaram a relevancia desses
MAbs como uma possivel estratégia terapéutica na aterosclerose.

Esses MAbs s&o IgG bivalentes, que possuem a habilidade de se ligar a duas
moléculas de antigeno ao mesmo tempo, o que promove um aumento de sua
afinidade funcional e fornece maior tempo de tencdo ou avidez pelo antigeno
(HOLLINGER; HUDSON, 2005). No entanto, seu uso pode ser limitado pela
imunogenicidade, proporcionando uma resposta imune quando injetados em
humanos, e pela possibilidade de intensificar uma resposta deletéria e a progressao
da aterosclerose, a partir da agcdo do dominio Fc, que recruta fungdes efetoras

citotdxicas através de complemento e/ou receptores Fcy (receptores Fc para gamma
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globulina) presentes em células como os macréfagos (MARANHAO et al., 2001).
Atualmente, além da utilizagdo de anticorpos monoclonais, também tém sido
gerados, através de técnicas de engenharia de anticorpos, fragmentos de anticorpos
ativos, como o F(ab’)2 (Figura 4A), o Fab e o scFv (single chain fragment variable
ou fragmento variavel de cadeia unica), que podem ser gerados em bactérias como
Escherichia coli e leveduras como a Pichia pastoris. Neste ultimo caso, o sistema de
expressao da levedura metilotréfica Pichia pastoris tem se mostrado bastante
eficiente, uma vez que se trata de um método consideravelmente rapido, barato,
com a utilizagdo de metanol como unica fonte de carbono, e com alta taxa de
expressao (CHAMES et al., 2000).

Uma vez que os scFv apresentam propriedades que tornam sua utilizagdo mais
indicada no tratamento de algumas doengas, e que n&o induzem reacdes
indesejadas mediadas pela por¢cdo Fc dos anticorpos completos (MARANHAO;
BRIGIDO, 2001), nosso grupo trabalhou no desenvolvimento de um fragmento
variavel de cadeia unica de um anticorpo anti-LDL(-) com potencial imunoregulatério,
um scFv. O scFv (Figura 4B) representa a menor unidade funcional do anticorpo,
sendo formado por fragbes variaveis (Fv) das cadeias leve e pesada do anticorpo,
unidas por um peptideo hidrofilico e flexivel com cerca de 10 a 25 residuos de
aminoacidos (SHEN et al., 2008). Como o scFv deriva dos locais de ligagdo do
anticorpo intacto, n&o existe qualquer perda significativa de afinidade ou
especificidade (PETERSON et al., 2006) e sim apenas modificagbes referentes as
propriedades farmacocinéticas. De acordo com Peterson e colaboradores (2006), o
scFv possui massa molar de 28 kDa e, por isso, apresenta rapida difusao no tecido e
melhor eliminagdo dos imunocomplexos formados. No entanto, pelo mesmo motivo,
é facilmente eliminado por perda renal, durante a filtragdo glomerular, o que torna a
sua meia-vida inferior quando comparado ao anticorpo completo. Peterson e
colaboradores (2006) e Roskos e colaboradores (2004) indicaram que a meia-vida
do scFv é inferior a 21 horas, fato confirmado por Reff e colaboradores (2001) e
Fitch e colaboradores (1999), que determinaram valores de 7 a 14 horas para a

meia-vida do scFv em humanos.
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Figura 4: Representagcdo esquematica do anticorpo IgG e de diferentes fragmentos de
anticorpos (A) e do scFv em maior escala (B). Através de técnicas de engenharia de anticorpos,
diversos fragmentos de anticorpos ativos, como o scFv. O scFv formado pelas porgdes variaveis da
cadeias leve e pesada do anticorpo conectadas por um peptideo hidrofilico e flexivel constituido de

12 a 20 residuos de aminoacidos, o que confere maior estabilidade a molécula (Acervo pessoal).

Diversos grupos tém contribuido para comprovar a eficacia terapéutica desses
fragmentos. Robert e colaboradores (2006) demonstraram a atividade de um scFv
diante da placa aterosclerodtica, onde os fragmentos foram capazes de reconhecer
um epitopo presente na superficie e no centro de lesdes ateroscleroticas iniciais e
avangadas, respectivamente, sugerindo que, inicialmente, o epitopo € expresso na
superficie das lesdes, sendo translocado para a intima na progressao da placa.
Adicionalmente, o tratamento com um scFv especifico para peptideos derivados da
apoB-100 (SCHIOPU et al., 2004) e com um anti-LDLox (TSIMIKAS et al., 2011)
reduziram a area da lesdo aterosclerdtica em camundongos Apoe” e em
camundongos Ldlr”, respectivamente.

Embora a utilizagdo de peptideos, fragmentos de anticorpos e proteinas seja
uma abordagem promissora para a prevengao e o tratamento de doengas, tais como
a aterosclerose (NAGLE et al., 2003), essas terapias ainda apresentam algumas
desvantagens, como a sua curta meia-vida de circulagdo, como ja foi descrito, e a

estabilidade reduzida (DUNCAN, 2003). Nesse contexto, visando melhorar a eficacia
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destes potencias biofarmacos, algumas estratégias tém surgido no campo da
nanotecnologia, tais como o uso de nanoparticulas poliméricas e conjugados de
nanoparticulas e proteinas que atuam como nano-carreadores (PSSAROS et al.,
2012).

Tendo em vista que a meia-vida plasmatica do scFv anti-LDL(-) seria
relativamente curta, propos-se que o0 uso de nanoparticulas poliméricas melhoraria a
eficiéncia desses fragmentos de anticorpos, por aumentar o seu tempo de circulagao
no organismo, o que permitiia a continuidade de sua agdo, como descrito para
outros nanodispositivos e nanoparticulas aplicaveis na terapéutica (JAIN, 2005;
TANSIL; GAO, 2006; DHAR et al., 2008).

1.5 Nanotecnologia: conceitos e utilizagoes

As nanoparticulas sado dispersdes de particulas ou particulas sélidas com
tamanho entre 10 e 1000 nm (MOHANRAJ; CHEN, 2006), embora sejam
frequentemente produzidas no intervalo de 100 a 500 nm (QUITANAR et al., 1998).
O seu tamanho reduzido confere aos constituintes dessas particulas propriedades
fisicas, quimicas, Opticas e mecanicas completamente distintas das apresentadas
macroscopicamente (PSARROS et al., 2012).

As nanoparticulas podem apresentar diferentes formatos e composigao
quimica, favorecendo a manipulagcdo de caracteristicas como estabilidade
(MITRAGOTRI; LAHANN, 2009), solubilidade e superficie quimica a fim de torna-las
adequadas para aplicacbes diversas (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL, 2007).
Dependendo do método utilizado para sua preparagao, podem ser obtidos diferentes
tipos de nanoestruturas, onde as substancias ativas podem estar adsorvidas,
dispersas ou dissolvidas. Como exemplos podem ser citadas: lipossomas,
nanoemulsdes, dendrimeros, nanoparticulas metalicas, micelas poliméricas,
nanotubos de carbono e nanoparticulas poliméricas (POLETTO et al.,, 2008).

Na nanomedicina, as nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocapsulas)
(Figura 5) sao as mais empregadas e podem ser formadas por polimeros naturais ou
sintéticos (HAFNER et al., 2014) As nanoesferas consistem em sistemas onde a

substancia em estudo encontra-se homogeneamente dispersa e solubilizada no
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interior de uma matriz polimérica, o que determina o sistema como monolitico, ou
seja, onde nao é possivel identificar um nucleo diferenciado. As nanocapsulas, por
sua vez, sdo determinadas como sistemas do tipo reservatorio, constituidas por uma
membrana polimérica estabilizada por um agente tensoativo, disposta ao redor de
um nucleo oleoso e isolado do meio externo (DE AZEVEDO, 2003; MOHANRAJ,
CHEN, 2006; KHOEE; YAGHOOBIAN, 2008), podendo o farmaco estar dissolvido
neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica (SCHAFFAZICK et al., 2003)

A ., Parede
\ 9 Ppolimérica
Matriz Nucleo
polimérica lipidico

Substancia Substancia
ativa ativa

Figura 5: Representagcdo esquematica dos dois tipos de nanoparticulas poliméricas:
nanocapsulas e nanoesferas. A: As nanoesferas consistem em sistemas homogéneos, onde a
substancia ativa encontra-se uniformemente dispersa em uma matriz polimérica. B: As nanocapsulas
sdo representadas por um nucleo oleoso ou lipidico, revestido por uma membrana polimérica. A
substancia ativa pode estar adsorvida a essa membrana ou dissolvida em seu nucleo, de acordo com

as caracteristicas de solubilidade da mesma (Acervo pessoal).

As nanoparticulas poliméricas tém sido estudadas, nas ultimas décadas, como
possiveis carreadores de substancias ativas e agentes terapéuticos, assim como
sua aplicagdo em sistemas de diagndstico (COUVREUR et al., 2002;
SCHAFFAZICK et al., 2003), e as vias de administracdo sdo as mais variadas,
incluindo: oral, oftalmica, topica, intravenosa (COUVREUR et al., 2002; CRUZ et al.,
2006), nasal e pulmonar (DOBROVOLSKAIA; MCNEIL, 2007). Seu uso como
carreador € favorecido por diversas vantagens, tais como: (i) facilidade de
manipulagdo do seu tamanho e de suas caracteristicas, com o intuito de permitir a
transposicao de barreiras bioldégicas como a barreira hematoencefalica, por exemplo
(RE et al., 2011; HAFNER et al., 2014); (ii) propiciam o aumento da estabilidade de
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farmacos e proteinas, além do aumento do tempo de meia vida dessas substancias
no meio bioldgico (JAIN, 2001); (iii) fornecem um maior controle da liberagdo
progressiva do farmaco, durante o transporte e no local de agéo, alterando sua
distribuicdo e depuracgado, reduzindo possiveis efeitos colaterais e melhorando a
eficacia terapéutica (MOHANRAJ; CHEN, 2006); (iv) oferecem uma maior interagao
celular, por sua maior superficie de contato (LOBATTO et al., 2011; ONOUE;
YAMADA; CHAN, 2014); e (v) podem ser direcionados a alvos especificos, através
do emprego de ligantes sitio-especificos como proteinas, peptideos e anticorpos
monoclonais ou seus fragmentos (DHAR et al., 2008; LOBATTO et al.,, 2011),
permitindo, ainda, o transporte seguro de compostos terapéuticos potencialmente
toxicos ao seu local de acgéo, protegendo, assim, outros tecidos e células de
possiveis efeitos deletérios (IRVING, 2007).

No contexto da aterosclerose, algumas abordagens s&o citadas como
possibilidades para a introdugdo de sistemas nanoparticulados como carreadores
direcionados a alvos especificos. Podem ser utilizados ligantes especificos para
tipos celulares, como células endoteliais, macréfagos ou até células espumosas;
ligantes especificos para componentes nao-celulares, como elementos de matriz
extracelular e lipoproteinas; ou ainda ligantes que mimetizem componentes naturais
e impegcam sua acgao (O’NEIL et al.,, 2009; BRILEY-SAEBO et al., 2011). Como
exemplo, Maximov e colaboradores (2010) relataram a utilizagdo de um complexo
formado por uma nanoparticula de acido(poli)latico ligada covalentemente a um
anticorpo monoclonal anti-apoB-100 em ensaios com macréfagos e LDL, onde a
ligacdo do complexo a LDL promoveu a redugdo das concentragdes de LDL por
internalizagao pelos macréfagos. O que se observa nos ultimos anos, no entanto, é
uma tendéncia em priorizar a construgdo de nanodispositivos conjugados a
diferentes fragmentos de anticorpo, como o scFv (LAGINHA et al., 2008), diante da
auséncia do dominio Fc, como discutido anteriormente. Além disso, a conjugag¢ao
com scFv's possibilita uma redugdo da variacdo do didmetro dos sistemas
nanoparticulados apos a conjugagao, diante do pequeno tamanho apresentado por
essas proteinas em relagao a anticorpos completos (VIGOR et al., 2010).

Diante disso, o desenvolvimento de uma formulagcdo contendo nanoparticulas
conjugadas a fragmentos de anticorpos de cadeia unica (scFv) anti-LDL(-) tornou-se
especialmente desejavel, uma vez que o sistema possui baixa imunogenicidade,

adequada meia-vida na circulacdo, promove melhor controle para o reconhecimento
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molecular de LDL(-) e remocao mais eficiente dos imunocomplexos pelo sistema
imunologico. Esse planejamento de particulas nanoestruturadas conjugadas ao scFv
anti-LDL(-), além do fato de estudos envolvendo as doencas cardiovasculares serem
relevantes nos atuais, gera a expectativa de que fragmentos de anticorpo para
diferentes antigenos possam ser conjugados nestas nanoestruturas propostas, o

que ampliaria sua aplicabilidade na area terapéutica.

1.6 Nanoformulagao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn: desenvolvimento e efeitos no

processo aterogénico

O nosso grupo, entdo, desenvolveu a formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn,
obtida a partir da conjugacdo de nanoparticulas ao scFv anti-LDL(-) (Privilégio de
Inovagao No. 016110005557, de 11 de outubro de 2012 - Depositado no INPI), de
acordo com Bender e colaboradores (2014). Estudos iniciais in vivo determinaram
que camundongos Ldlr”, em modelo de lesdo aterosclerética inicial, com 3 meses
de idade tratados com 5 mg/Kg de scFv anti-LDL(-) em solugao apresentaram menor
area de lesao aterosclerética (p<0,05) quando comparados ao controle nao-tratado,
e que animais com a mesma idade tratados com 5 mg/Kg da formulagao scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn reduziram o mesmo parametro em cerca de 50% (p<0,01), em
relagéo ao controle (CAVALCANTE et al., 2016).

A partir desses resultados iniciais, o estudo foi expandido a fim de determinar
os efeitos in vitro dessa nanoformulagdo sobre macrofagos murinos e humanos,
assim como o elucidar o efeito benéfico in vivo em camundongos LdIr” ja
demonstrado, incluindo a padronizacdo da avaliacdo da area da leséo
aterosclerotica por técnica de PET/CT (Positron Emission Tomography-Computed
Tomography ou Tomografia por Emissdo de Positrons associada a Tomografia
computadorizada). A determinagéo do efeito da nanoformulagao por PET/CT visava
obter medidas mais precisas da lesdo pré-estabelecida com a utilizagdo de um
nuamero menor de animais em relacdo ao padrdo ouro atual (técnicas histoldgicas),

além de criar a possibilidade de acompanhamento dessa lesdo ao longo do tempo.
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1.7 Técnicas de imagem: Tomografia por Emissao de Pésitrons no diagnéstico

da aterosclerose

Técnicas de imagem molecular tem sido cada vez mais utilizadas para o
diagndstico e o acompanhamento de doengas. Na cardiologia, essas novas
tecnologias sdo capazes dar informagdes precisas (LIBBY; LITCHMAN; HANSSON,
2013) durante curtos periodos de observagao e através de procedimentos menos
invasivos em relagdo a métodos tradicionais como a angiografia por ultrassom e a
ultrassonografia intravascular (USIV) (SCHOENHAGEN; TUZCU, 2008). Além disso,
em geral, as técnicas tradicionais ndo fornecem informagdes sobre a atividade ou a
vulnerabilidade das lesdes existentes (MONTOYAMA et al., 2009; OBALD et al.,
2013). No ultimos 60 anos, entretanto, novas tecnologias tém surgido e permitido a
utilizacdo de sistemas avangados de escaneamento de imagens. Dentre essas
técnicas, a Tomografia por Emissdo de Pdsitrons tem tido grande destaque,
consistindo em uma técnica de imagem molecular ndo-invasiva, na qual a captagéo
de um tragador radioativo (radioisétopos, que possuem afinidade por um tipo de
célula especifico ou por um alvo proveniente do seu metabolismo) é determinada em
alvos especificos (Figura 6).

Geralmente, séo utilizados radiotragadores de meia-vida curta, uma vez que €
possivel predizer seu decaimento apds a administracao endovenosa, e emissores de
positrons (TARKIN; JOSHI; RUDD, 2014). Quando um positron (particula anti-
matéria para o elétron) emitido encontra um elétron, ocorre um fendémeno
denominado aniquilagdo de fotons, no qual as particulas destroem uma a outra,
convertendo a massa total de ambos em 2 fétons gama de 511 kiloelétron Volt (keV)
que seguem diregdes opostas, distanciando-se 180 graus um do outro. Esses fotons
sao finalmente captados por pares de detectores presentes no PET e esse sinal é
convertido em imagens (NOLTING et al., 2012). A captacédo do radiofarmaco por
orgaos e tecidos do corpo pode ser quantificada a partir dessas imagens, através da
avaliacdo da absorcdo do radiotragador em questdo. O valor padronizado de
captagao (do inglés SUV, standardized uptake value) é utilizado nessa técnica,
sendo obtido a partir do calculo da relagéo entre a concentragdo da captacdo do
radiotragador na regido de interesse (ROIl) e dose injetada dividida pelo peso do
animal (HOESCHEN; RAFECAS; ASPELMEIER, 2011). O SUV é considerado uma
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analise semi-quantitativa, sendo essencial para a complementagao da interpretagao
visual de imagens de PET (THIE, 2004). Em imagens de lesdes ateroscleréticas, no
entanto, o SUV proveniente de imagens de PET nem sempre reflete a captagéo real
do radiotracador dentro da lesdo, sendo necessaria a utilizagdo de técnicas
complementares para a avaliacdo correta desta medida, como por exemplo a
tomografia computadorizada (do inglés CT, Computadorized tomography)
(IZQUIERDO-GARCIA et al., 2009; BURG et al., 2013).
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Figura 6: Representagao da técnica de Tomografia por Emissdo de Pésitrons. A: Fendmeno da

aniquilacdo de fotons, no qual as particulas destroem uma a outra, convertendo a massa total de
ambos em 2 fétons gama de 511 kiloelétron Volt (keV) que seguem diregdes opostas, distanciando-se
180 graus um do outro. B: Equipamento de PET representando a detecg¢édo dos fétons emitidos em
tempos praticamente idénticos. Ambos sdo registrados como um evento coincidente (Acervo

pessoal).

Neste sentido, a aquisigdo combinada de tomografia por emissao de positrons
e tomografia computadorizada tem demonstrado ser vantajosa em relagdo a
utilizacdo dessas técnicas de forma isolada, sendo uma ferramenta valiosa para o

estadiamento de doencas, para a deteccdo de recidivas em pacientes



57

assintomaticos que apresentam aumento dos niveis de marcadores especificos de
cada patologia, para a confirmagao de resultados negativos obtidos por técnicas
convencionais e ainda para o monitoramento da resposta as terapias utilizadas. A
associagao de PET e CT tornou-se uma abordagem importante na rotina clinica, por
permitir a localizagcdo anatdmica exata das lesdes detectadas pelo escaneamento
dos pacientes (ALMUHAIDEB; PAPATHANASIOU; BOMANJI, 2011).

O "®F-FDG ou Fluordeoxiglicose-Fluor-18 € um radiofarmaco que apresenta
uma substituicdo do grupo hidroxila da posigao C-2 por um atomo de Fluor-18
(GALLAGHER et al., 1978), e pode ser obtido por reagao de fluorinagéo eletrofilica
ou nucleofilica (YU, 2006), sendo essa ultima a mais utilizada por apresentar um alto
rendimento e um menor tempo de reagdo (FOWLER; IDO, 2002). Por ser uma
molécula analoga a glicose, o FDG também é transportado ativamente para o
interior da célula por proteinas transportadoras de glicose (GLUT). Uma vez dentro
da célula, glicose e FDG séao fosforilados pela enzima hexoquinase, na primeira
etapa do processo de glicolise. O FDG, diferentemente da molécula de glicose, n&o
segue a via glicolitica para a obtenc&do de energia, permanecendo retido no interior
da célula na forma de FDG-6-Fosfato (YU, 2006). Células com atividade metabdlica
mais elevada (presentes em patologias como o cancer e a aterosclerose, em
processos inflamatérios ou na reparagdo de tecidos), apresentam um numero
aumentado de transportadores de glicose (GLUT-1 e GLUT-3), assim como elevados
niveis de hexoquinase, favorecendo maior captacdo e retencdo de FDG em seu
interior em relacdo a células com metabolismo normal. O '®F, por sua vez, é um
radionuclideo emissor de pdsitrons e apresenta uma meia-vida de cerca de 110
minutos (FOWLER; IDO, 2002), o que permite seu transporte (do local de produgao
ao local do experimento) de forma viavel e sem perda significativa da sua atividade
(ANDRES; DORADO, 2015).

A realizagdo de PET/CT com '®F-FDG emergiu nos ultimos anos como uma
ferramenta poderosa de imagem para a detecc¢ao de diversos tipos de cancer, assim
como para a identificagcdo e acompanhamento de processos inflamatérios, os quais
sdo frequentemente atribuidos a captacdo de FDG por macrofagos, sendo
considerado um marcador de atividade metabdlica (BUETTNER; RUDD; FAYAD,
2011). Em doencas cardiovasculares, o uso de '®F-FDG em PET/CT tem
demonstrado ganhos significativos na detec¢cdo de inflamagdo na parede das
artérias, favorecendo a identificagdo e a quantificacdo de lesdes aterosclerédticas
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(ROOMINGER et al., 2009) e de processos relacionados, como hipdxia,
neoangiogénese e microcalcificagdo (TARKIN; JOSHI; RUDD, 2014).

De forma geral, pode-se dizer que a tecnologia de analise de imagens,
utilizando o '®F-FDG como um biomarcador, pode catalisar progressos tanto no
diagndstico quanto no prognostico de doengas cardiovasculares, proporcionando
medidas reprodutiveis da atividade das lesGes e da vulnerabilidade das placas, o
que o torna uma excelente ferramenta na padronizagdo da avaliacdo da area da

lesao aterosclerotica por técnica de PET/CT em nosso estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos de uma formulagdo de nanoparticulas derivatizadas com
fragmentos de anticorpo anti-LDL(-) (formulagado scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn) sobre
macrofagos murinos e humanos primarios na formagao de células espumosas e
sobre a aterosclerose experimental induzida pela dieta hipercolesterolémica em

camundongos knockout para o gene do receptor da LDL (Ldlr").

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar in vitro o mecanismo de internalizagdo da formulagc&o scFv anti-

LDL(-)-MCMN-Zn por macréfagos murinos e humanos primarios.

- Avaliar o efeito da imunizagdo passiva de camundongos C57BL/6J Ldlr"~ com
a formulacao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre:

i) 0 endotélio vascular por técnica de microscopia intravital.
i) a area da lesdo aterosclerotica por analise de imagens obtidas por
tomografia por emissao de pdositrons associada a tomografia computadorizada

(PET/CT).

iii) a area da lesao aterosclerética por analise morfométrica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Questoes Eticas

O laboratério de Bioquimica Clinica — Nivel de Biosseguranga 1 € certificado
junto a CTNBio/Ministério da Ciéncia e Tecnologia (Certificado de Qualidade em
Biosseguranga n° 090/98 — Anexo 2). Este projeto foi aprovado, na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, em 3 de julho de 2012 pela
Comissao Interna de Biosseguranga (Anexo 3), em 27 de setembro de 2010 pelo
Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo n° 114 - Anexo 4) e em 18 de fevereiro de
2013 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Protocolo n° 392 - Anexo 5), por
estar de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 Materiais

Os reagentes foram obtidos de fontes comerciais diversas e sao descritos nos
protocolos utilizados. A composi¢cao dos meios de cultura, tampdes e solugdes para
coloragao utilizados encontra-se descrita na segdo ANEXOS (Anexo 1).

3.3 Células

3.3.1 Levedura Pichia pastoris

SMD1168 (#C17500, Invitrogen™, EUA): Apep4::URA3 Akex1::SUC2his4ura3
(CEREGHINO; CREGG, 2000) com fendtipo His” Mut®. Esta linhagem foi utilizada
para a expresséo do scFv anti-LDL(-).
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3.3.2 Fibroblastos murinos da linhagem L-929

NTCC clone 929 [L cell, L-929, derivada da cepa L] (ATCC® CCL-1, EUA):
células da linhagem L-929 sdo capazes de secretar o fator de crescimento M-CSF
para o meio de cultura no qual sao cultivadas (WEISCHENFELDT; PORSE, 2008) e,
por isso, foram utilizadas na diferenciagao de células extraidas da medula 6ssea de
camundongos C57BL/6J Ldlr".

3.3.3 Macrofagos murinos primarios

Os macréfagos murinos foram obtidos a partir da diferenciagao de culturas
primarias extraidas da medula éssea de camundongos C57BL/6J Ldir", machos,
com cerca de 60 dias de idade. As células foram isoladas e diferenciadas de acordo
com o protocolo descrito em item posterior e foram utilizadas nos ensaios de
investigagdo da captagdo de LDL(-) e da internalizagao da formulagao scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn.

3.3.4 Macrofagos humanos primarios

Os macréfagos humanos foram obtidos a partir da diferenciagao de mondcitos
isolados de sangue humano. As células foram isoladas e diferenciadas de acordo
com o protocolo descrito em item posterior e foram utilizadas nos ensaios de
investigagdo da captagdo de LDL(-) e da internalizagao da formulagao scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn.

3.4 Condic¢oes de cultivo

3.4.1 Macrofagos murinos primarios

A diferenciagdo das células extraidas da medula 6ssea de camundongos exige
a utilizagdo de um meio especifico, também chamado de meio condicionado, e que

deve ser obtido a partir do cultivo de células da linhagem L-929. Sendo assim, os
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fibroblastos foram cultivados em garrafas de cultura de 75 cm? em meio DMEM-high
glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, contendo 4500 mg de Glicose por litro,
#11965-084, Gibco®, Life Technologies, EUA) com 10% de soro fetal bovino
(#16000-044, Gibco®, Life Technologies, EUA) inativado a 56 °C por 30 minutos. As
células foram mantidas durante 6 dias em atmosfera umida, 5% de CO, e 37 °C,
sendo feita a expansao das células para novas garrafas a cada 2 dias com auxilio de
Tripsina-EDTA 0,25% (#25200-056, Gibco®, Life Technologies, EUA) para o
desprendimento das mesmas, de acordo com instrugdes do fabricante. No sexto dia,
as células foram coletadas, contadas e distribuidas (4,7 x 10° células) em garrafas
de 75 cm? contendo 55 mL de meio DMEM-high glucose com 10% de soro fetal
bovino. Apds 7 dias de cultivo sob as mesmas condi¢gdes de temperatura e umidade
ja descritas, o meio de cultura foi coletado, filtrado em uma membrana com poro de
0,45 um e armazenado a -20 °C em aliquotas de 5 mL para facilitar a sua utilizagao.
A extragdo das células da medula éssea de camundongos C57BL/6J Ldir",
machos, com cerca de 60 dias de idade, foi realizada de acordo com a programagao
dos ensaios de captacao de LDL(-) e internalizagdo da formulagéao scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn, sendo cada animal utilizado para um experimento independente. O
protocolo foi desenvolvido de acordo com Weischenfeldt e Porse (2008), no qual o
animal & submetido a uma injecdo intramuscular na porgao posterior das patas
traseiras com a dose, recomendada pelo Biotério de Produgao e Experimentagao da
FCF-IQ/USP, de anestésicos (Cloridrato de Xilasina 7,5 mg/Kg — Bayer, Alemanha -
e Cloridrato de Cetamina 75 mg/Kg — Parke-Davis, EUA) (NEVES et al., 2013) para
sua eutanasia por deslocamento cervical. Em seguida, borrifa-se alcool 70% sobre o
corpo do animal e inicia-se o procedimento de retirada de ambos os fémures e das
tibias, através de um corte inicial no meio do abdémen, seguido da remogao de pele,
musculo e tecido adiposo. Neste etapa, deve-se tomar muito cuidado para nao cortar
as extremidades dos ossos em questdao de modo a expor a medula. Os ossos foram
mantidos mergulhados em alcool 70% até o momento do uso no interior do fluxo
laminar. Em seguida, as epifises foram cortadas para realizagdo da lavagem da
cavidade medular dos ossos com auxilio de seringa contendo 10 mL de meio RPMI.
E fundamental que o meio de cultura atravesse todo o comprimento do osso. As
células foram, entdo, coletadas em tubos Falcon™ de 15 mL, onde permaneceram
por 5 minutos a fim de separar qualquer resquicio de tecido precipitado e filtradas
em membrana apropriada de 40 um (Falcon™ cell strainer, #352340, Corning, EUA).



68

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, idéntico ao anterior, e
centrifugado a 180 xg durante 8 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, as
células foram ressuspendidas em 5 mL de solucdo de lise e novamente
centrifugadas nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente. Apds o descarte do
sobrenadante, foi adicionado 1 mL de meio RPMI as células isoladas, que foram
contadas em camara de Neubauer e cultivadas por 7 dias, em placas de acordo com
o desejado, em meio composto por: 30% de meio condicionado L-929, 55% de meio
RPMI e 15% de SFB. A diferenciagcao das células em macréfagos foi confirmada por
técnica de citometria de fluxo apds o sétimo dia, conforme sera descrito
posteriormente. Nas 24 horas anteriores ao inicio dos estimulos, o meio foi
substituido com reducao da concentragao de soro para apenas 1%. As células foram
tratadas em diferentes tempos de acordo com o protocolo estabelecido com
diferentes solugdes, podendo conter nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-),
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn e/ou LDL(-).

3.4.2 Macrofagos humanos primarios

O isolamento de mondcitos humanos primarios e sua diferenciacdo em
macrofagos foram realizados de acordo com o protocolo (KREMMERER et al., 2015)
estabelecido pelo grupo do Dr. Dmitry Namgaladze e do Prof. Dr. Bernhard Brine
(Institute of Biochemestry I, Faculty of Medicine, Johann Wolfgang Goethe
Universitét, Frankfurt, Alemanha). A partir de bolsas de sangue, com volume de
aproximadamente 100 mL, fornecidas pelo Hemocentro da Johann Wolfgang Goethe
Universitat, o material foi coletado e transferido para tubos Leucosep™ de 50 mL
(#227-290, Greiner Bio-One, Alemanha) contendo meio LSM 1077 (Lymphocyte
Separation Medium, #17-829E — Lonza Walkersville, EUA). Os tubos foram, entéo,
centrifugados a 440 xg por 35 minutos em temperatura ambiente e programa 2 de
desaceleragao em centrifuga Eppendorf (modelo 5810R, Alemanha). A camada de
leucdcitos foi retirada com auxilio de uma pipeta sorologica descartavel e, em
seguida, lavada consecutivas vezes com PBS (solugdo salina tamponada com
fosfato))EDTA 0,5 M até a obtengcdo de uma solugdo branca. O precipitado de
células obtido ao final deste procedimento foi ressuspendido em tampao de corrida
(PBS/EDTA 0,5 M/0,5% BSA) contendo cerca de 90 uL de microbeads magnéticas
CD14 para células humanas (#130-050-201, MACS — Miltenyi Biotec, Alemanha) e
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incubado a 4 °C por 15 minutos. Adicionou-se tampao de corrida novamente a
solugcdo, a qual foi filtrada em membrana apropriada de 40 um (Falcon™ cell
strainer, #352340, Corning, EUA). Os mondcitos marcados com as beads CD14
foram isolados a partir de coluna magnética no separador automatico de células
AutoMACS (MACS - Miltenyi Biotec, Alemanha). Apds separagao e contagem das
células provenientes de cada bolsa de sangue individualmente, os mondcitos foram
cultivados, em placas de acordo com o desejado, em meio especifico para
macréfagos sem adigado de soro fetal bovino (do inglés MSFM, Macrophage serum-
free media, #12065-074, Gibco®, Life Technologies, EUA) tratados com M-CSF
(#02843, StemCell Technologies, EUA) por pelo menos 7 dias em atmosfera umida,
5% de CO; e 37 °C. Cada bolsa de sangue foi destinada a um experimento
independente. Apds o sétimo dia de cultivo, as células foram mantidas em meio
RPMI 1640 - com adigdo de Penicilina 100 Ul/mL e Estreptomicina 100 ug/mL
(#31800-022, Gibco®, Life Technologies, EUA) - enriquecido com 10% de soro fetal
bovino inativado a 56 °C por 30 minutos. Nas 24 horas anteriores ao inicio dos
estimulos, o meio foi substituido com redugcédo da concentracdo de soro para apenas
1%. As células foram tratadas com diferentes solugbes, podendo conter
nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-), scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn e/ou LDL(-).

3.5 Animais de laboratoério

Camundongos da linhagem C57BL/6J knockout para o receptor de LDL (Ldlr")
foram utilizados nos estudos de avaliacdo do efeito do tratamento da formulagao
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Os animais foram mantidos em salas estéreis e
termostatizadas em gaiolas individuais do biotério em condigbes apropriadas, com
livre acesso a ragao e agua e com ciclos alternados de luz e escuridao durante todo

0 experimento.
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3.6 Dieta hipercolesterolémica

Os camundongos C57BL/6J Ldlr" receberam a dieta padrao fornecida pelo
biotério da FCF-IQ/USP ou a ragao hipercolesterolémica (suplementada com 0,5%
de colesterol) padronizada pelo nosso grupo, de acordo com o protocolo no qual
foram inseridos. A composi¢ao da dieta hipercolesterolémica pode ser observada na
Tabela 1.

Tabela 1: Composic¢ao da dieta hipercolesterolémica oferecida aos animais.

Nutrientes Quantidade (%)
Carboidratos ) 52,45
Fonte proteica ¢ 16,50
Lipidios 20,00
Celulose 5,00
Mistura mineral 3,50
Mistura vitaminica 1,00
L-Cistina 0,30
Bitartarato de colina 0,25
Acido cdlico 0,50
Colesterol 0,50

©) Carboidratos = amido (56,86%), amido dextrinizado (26,34%) e sacarose (18,68%).

™ Fonte proteica = caseina comercial (> 85% de proteina);

) Lipidios = gordura de coco (70,10%) e 6leo de soja (29,90%), mantendo a proporgcao dos
acidos linoleico e linolénico em 5:1 (LEE et al., 1989).

™) Misturas mineral e vitaminica formuladas segundo recomendacao da AIN-93.

3.7 Isolamento e caracterizagao da LDL eletronegativa

A coleta de sangue de individuos voluntarios foi realizada a vacuo através de

puncédo em veia do antebrago. Foram coletados cerca de 30 mL de sangue em tubos
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estéreis Vacutainer® (6 mL) contendo EDTA como anticoagulante (1 mg/mL). Foi
utilizado material estéril e descartavel para essas coletas. Em seguida, o sangue foi
centrifugado a 500 xg por 10 minutos a 4 °C para a obtengdo do plasma. Ao plasma
foi imediatamente adicionado um coquetel contendo: antioxidante hidroxitolueno
butilado (BHT 20 mM) e inibidores de protease: aprotinina (2 ug/mL), benzamidina (2
mM) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF 1 mM). A amostra foi armazenada a -20
°C até o inicio do isolamento de LDL(-), realizado no Laboratério de Bioquimica,
Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP,
de acordo com protocolo padronizado pelo grupo (FAULIN et al., 2008).

Para isolamento da subfragéo eletronegativa da LDL, o plasma foi submetido a
ultracentrifugacdo sequencial, utilizando-se a ultracentrifuga Beckman Coulter,
modelo Optima™ XPN, com rotor Beckman Coulter de angulo fixo T 70.1 durante 7
horas, a 215.000 xg e 4 °C. A retirada de VLDL foi realizada com adi¢cao de solugao
salina de densidade igual a 1,019 ao plasma total. Ja a retirada de LDL foi obtida
apos a adigao de solugao salina de densidade igual a 1,050.

A LDL isolada foi dialisada contra tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, filtrada em
membrana com poro de 0,22 ym (Millipore®, CA) e injetada em uma coluna de troca
ibnica (Sepharose UNO Q12, Bio-Rad, EUA), conectada a um sistema FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography, Bio-Rad, EUA). Neste sistema, a fase movel é
constituida de um gradiente formado por tampao Tris 20 mM, pH 7,4 (bomba A) e
tampao Tris 20 mM + NaCl 1 M, pH 7,4 (bomba B). O procedimento foi iniciado com
a lavagem da coluna com 300 mL do tamp&o B, seguida do seu equilibrio com 300
mL de tampdo A e da injecdo da LDL na coluna. O tempo de corrida foi de 60
minutos e a taxa de fluxo 4 mL/min, como se segue: 0 a 44 mL: 0% tampéo B; 44 a
74 mL: 10% tampao B; 74 a 110 mL: 20% tampéo B; 110 a 140 mL: 50% tampéao B;
140 a 164 mL: 100% tampéo B; 164 a 212 mL: 0% tampao B (DE CASTELLARNAU
et al.,, 2000). Os eluentes foram monitorados a 280 nm UV e os picos
correspondentes a LDL(-) e LDL nativa foram coletados utilizando um coletor de
fragbes (BioLogic BioFrac Fraction Colletor, Bio-Rad, EUA). Todas as solug¢des
foram filtradas em 0,22 ym.

Ambas as fragbes de LDL foram dialisadas contra 1 litro de tampao PBS 1X pH
7,4 durante 4 horas, com troca de tampdo a cada 60 minutos e tiveram suas
concentragbes proteicas determinadas pelo método de BCA (ThermoFisher
Scientific, EUA), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. As



72

aliquotas de LDL(-) e LDLn foi acrescentado o mesmo conjunto de antioxidantes e
inibidores de proteases utilizados durante a coleta das amostras, que, em seguida,
foram armazenadas a -20 °C e protegidas da luz até o momento do uso.

A confirmagao do isolamento da LDL(-) foi obtida pela migracao eletroforética
em gel de agarose 0,5% (SANCHEZ-QUESADA et al., 2003). Foram aplicados 10 ug
de LDL(-) ou LDLn por pogo, sendo utilizada uma fonte de eletroforese modelo EPS
600 (Pharmacia Biotech, EUA) programada para 60 volts, durante 2 horas de corrida
com tampao Tris 58 mM pH 9,5. Apds a corrida, o gel foi submerso em corante
Comassie Birilliant Blue por 20 minutos e descorado com solugéo de Etanol — Acido
acético - Agua destilada (10:30:60, vol:vol:vol) até visualizacdo das bandas. A
mobilidade eletroforética da LDL(-) foi comparada a mobilidade eletroforética da
LDLn.

3.8 Obtencao e caracterizagao do scFv anti-LDL(-)

3.8.1 Expressédo do scFv anti-LDL(-)

A produgédo do scFv anti-LDL(-) foi realizada no sistema de expressao da
levedura metilotrofica Pichia pastoris da linhagem SMD1168 (KAZUMA et al., 2013).
As células de Pichia pastoris, previamente transformadas com o vetor de expressao
pPIGLe (cedido pela Dra. Andréa Maranhao — UNB) contendo a sequéncia de DNA
desejada, foram inoculadas em meio BMGY (Buffered Complex Glycerol Medium)
incubadas a 30 °C sob agitagdo constante (200 rpm) em agitador shaker Minitron HT
(AG CH-4103 Infors HT, Suica) por aproximadamente 16 horas ou até a cultura
atingir ODegoo de 2,0 a 6,0. Em seguida, a cultura foi submetida a centrifugagéo a
3000 xg por 5 minutos em temperatura ambiente. As células foram ressuspendidas
em meio BMMY (Buffered Complex Methanol Medium) e incubadas novamente no
shaker a 20 °C sob agitagao constante (200 rpm) durante 72 horas. Metanol (indutor
da expressao) foi adicionado a cultura a cada 24 horas a uma concentragao final de
1%, assim como o inibidor de serino-protease PMSF a uma concentragao final de 1
mM. Apos esse periodo, a cultura foi centrifugada novamente, as células foram
descartadas e o sobrenadante armazenado a 4 °C para posterior purificagao.
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3.8.2 Concentracao do sobrenadante e purificacdo do scFv anti-LDL(-)

O sobrenadante foi concentrado em tubo filtrante Vivaspin® (GE Healthcare,
EUA) de centrifugagédo com poro de 10 kDa. A purificagédo foi obtida por passagem
em 1 mL de resina Ni-Sepharose Fast Flow (GE HealthCare, EUA) previamente
equilibrada com 5 volumes da resina com tampéo de ligagao (Fosfato de Sédio 0,02
M, Cloreto de Sodio 0,5 M e 0,03 M de Imidazol, pH 7,6). A aplicagdo da amostra foi
realizada no sistema “batch”, no qual a amostra e a resina ficam em contato em um
agitador orbital durante uma hora no gelo. A eluicdo do scFv anti-LDL(-) foi obtida
por tratamento com tampao de Fosfato de Sédio 0,02 M, Cloreto de Sédio 0,5 M e
0,5 M de Imidazol, pH 7,6.

Foi determinado em estudos anteriores (KAZUMA et al., 2013), realizados pelo
grupo do laboratério, que o scFv anti-LDL(-) € expresso de duas formas distintas
pela Pichia pastoris, tendo uma delas 35 kDa e a outra 28 kDa. Para a realizagao
dos testes in vitro e posteriores testes in vivo, viu-se a necessidade de desglicosilar
o scFv anti-LDL(-), uma vez que a proteina glicosilada pode interferir na captacao de
LDL(-) em estudos com macréfagos.

Sendo assim, o scFv anti-LDL(-) purificado foi desnaturado com 0,5% de SDS
(Dodecil sulfato de sédio) e 0,04 M de DTT (Ditiotreitol) e aquecido a 100 °C durante
10 minutos. Em seguida, foi adicionado Citrato de sédio 50 mM pH 5,5 como tampé&o
da reagao, fornecido pelo fabricante junto a enzima Endo H (New England Biolabs,
RU), e 1000 unidades da enzima Endo H, de acordo com as instrugbes do
fabricante. Este sistema de digestao foi incubado a 37 °C durante 1 hora.

O sistema de digestao citado acima foi, em seguida, purificado em resina de
Concanavalina A (GE Healthcare, EUA) para separagéo dos residuos de manose
antes presentes no fragmento. O procedimento envolveu o empacotamento de 1 mL
da resina em uma coluna com capacidade para 5 mL de purificado. A resina foi
lavada e equilibrada com 5 mL de tampao de ligagao (Trisc-HCI 20mM, NaCl 0,5 M,
MnCl; 1 mM, CaCl, 1 mM, pH 7,4), e em seguida o sistema de digestao foi aplicado,
sendo incubado durante 40 minutos com a resina. A coluna foi agitada a cada 10
minutos e, apds o término da incubagdo, passou por nova lavagem com 5 mL de

tampéo de ligagao, onde o scFv foi eluido. Uma solugdo contendo Tris-HCI 20 mM,
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NaCl 0,5 M e metil-a-D-manopiranoideo 0,5 M, pH 7,4 foi adicionada ao sistema
para remoc¢ao de residuos.

O scFv eluido foi dialisado contra PBS pH 7,6 em membrana com poro do
tamanho de 10 kDa e uma aliquota representativa foi quantificada pelo método de

quantificacao de proteinas BCA.

3.8.3 Confirmacéao da expressao de scFv

3.8.3.1 Analise das proteinas em SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

As proteinas purificadas a partir dos meios de cultura foram analisadas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida a 12%. As amostras foram
preparadas adequando-se o volume de amostra ao volume de tampao de amostra
10X concentrado, sendo aquecidas a 95°C durante 5 minutos para a posterior
aplicagao nos pogos do gel de poliacrilamida. Foram aplicados 10 ug/mL de proteina
por poco e 3 pL do marcador de peso molecular pré-corado PageRuler Plus®
(Fermentas, EUA). A eletroforese foi realizada em cuba vertical (Bio-Rad) ligada a
uma fonte de eletroforese a 80 V nos primeiros 5 minutos e a 100 V no restante do
tempo por aproximadamente 2 horas ou até que as amostras atingissem o ponto
desejado. Apos a corrida, um dos géis foi corado com prata e o outro foi utilizado
para transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose Hybond ECL®
(Amersham, EUA).

3.8.3.2 Coloragéo do gel de SDS por prata

Um dos géis foi submetido a coloragdo por prata, sendo incubado com as
solugbes de fixacdo, de lavagem, de sensibilizacdo e de coloragdo durante 10
minutos sob agitagdo, nessa ordem. Em seguida, foi adicionada a solugdo de
revelacdo sob agitagdo até o surgimento das bandas das proteinas. Nesse
momento, foi adicionada rapidamente a solugao de bloqueio, de modo a interromper
a reacgéao anterior. O gel foi incubado, por fim, com solugao de fixagdo por 10 minutos
sob agitagao e reidratado com agua destilada sob as mesmas condigdes. O gel foi
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submetido a 3 lavagens com agua destilada para remogédo dos residuos das

solucdes entre cada etapa descrita.
3.8.3.3 Analise de proteinas por Western Blot

Para confirmagao da identificacdo do scFv por SDS-PAGE, o material foi transferido
para uma membrana de nitrocelulose Hybond ECL® (Amersham, EUA). O sistema
de transferéncia € composto pelo sistema: papel filtro (Whatman Chromatography
Paper, Sigma-Aldrich, EUA), membrana de nitrocelulose, gel e papel filtro. O sistema
de transferéncia utilizado é semi-Umido (Transblot SD System®, Bio-Rad, EUA) e
sofre agado de uma corrente de 70 miliampéres durante 1 hora e 45 minutos. Seguida
da transferéncia, foi adicionada uma solugdo de bloqueio [2% de solugdo de
bloqueio (fornecida no kit de revelagdo) diluido em PBS-Tween (Solugdo salina
tamponada com fosfato adicionada de Tween) 0,01% (v/v), pH 7,4] a membrana de
nitrocelulose por 2 horas sob agitagdo a temperatura ambiente, uma solugao
contendo anticorpo primario IgG de camundongo anti-His-HRP (#631212, Clontech,
EUA) diluido 1:1500 por 16 horas a 4 °C, sob agitagdo. Entre cada etapa, foi
realizada a lavagem da membrana com solugédo PBS-Tween 0,05%, pH 7,4 durante
15 minutos com trocas de solugdo a cada 5 minutos. A revelagao foi feita através de
solugao reveladora do kit Pierce ECL Advanced Western Blotting® (Amersham, EUA)
de acordo com as instrugdes do fabricante. As imagens foram obtidas através do
Image Quant 400 (GE Healthcare, EUA).

3.8.3.4 Afinidade do scFv anti-LDL (-) pelo método ELISA

Uma diluicdo seriada da solugdo contendo o fragmento de anticorpo foi
realizada para o ensaio de ligagdo a LDL(-) por ELISA (modificado de FAULIN et al.,
2008). Como controle negativo, foi utilizada a LDL nativa, que ndo deve se ligar ao
scFv anti-LDL(-). A microplaca de poliestireno de 96 pogos (Costar, Corning Inc,
EUA) foi sensibilizada com 50 pyL de 1 pg/mL dos antigenos LDL nativa e LDL(-)
diluidos em Tamp&o Carbonato-Bicarbonato 0,05 M, pH 9,6. A placa foi sensibilizada
a 4 °C durante 16 horas. A placa foi, entdo, lavada com 200 uL de PBS-Tween
0,05% (v/v) e bloqueada com 150 yL de leite desnatado 2% (p/v) diluido em PBS-
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Tween 0,01% (v/v), previamente inativado por aquecimento (100 °C), durante 1 hora
e 30 minutos a 37 °C.

Para a etapa de ligagdo do scFv anti-LDL(-), o scFv purificado foi diluido de
modo a manter a concentracdo de 20 ug/mL e foram adicionados 50 pL/pogo do
mesmo. Para controle positivo de reatividade a LDL(-) foi utilizado 50 pL/pogo do
anticorpo monoclonal MAb 2C7D5F10 anti-LDL(-) (0,5 pg/mL) produzido por nosso
grupo. A placa foi mantida a 37 °C durante 1 hora. A placa foi novamente lavada
com PBS-Tween 0,05% (v/v). Para detecg¢ao da ligagao foi utilizado 50 pL/pogo do
anticorpo primario IgG de camundongo anti-His (#27-4710-01, GE Healthcare, EUA)
diluido 1:1500 incubado a 37 °C durante 1 hora e 30 minutos. Como anticorpo
secundario utilizou-se 50 pL/pogo do IgG de cabra anti-IgG de camundongo
conjugado com peroxidase (#22339919, Immuno Tools, Alemanha) a uma diluicao
de 1:1500 em uma incubacdo de 1 hora a 37 °C. Nos pogos contendo MAb 2C7
D5F10 anti-LDL(-), apenas o anticorpo secundario foi introduzido no sistema.

A revelagao foi realizada utilizando 50 pL/pog¢o do reagente TMB (Tetrametil
Benzidina) (#T0440, Sigma-Aldrich, EUA), substrato para detecgédo da atividade de
peroxidases, e aguardou-se 15 minutos para a adicao de 50 pL/pogo da solugao de
parada da reacdo (Acido Sulfurico 0,5M). A leitura foi realizada em seguida em
espectrofotometro com filtro de 450 nm (Bio-Tec Instruments Inc, EUA).

3.9 Producao da formulagao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn

O protocolo de produgéo das nanoparticulas foi depositado junto ao INPI com o
titulo: “Processo sintético para a producdo e uso de nanocapsulas multiparede
complexadas com ions metalicos” — Patente de Invengao n.016110005557, de 11 de
Outubro de 2011 (Anexo 6). Adicionalmente, o protocolo de conjugacao entre as
nanocapsulas e o scFv anti-LDL(-) foi depositado junto ao INPI com o titulo:
“Composicao Farmacéutica Nanométrica e seus Usos” — Patente de Invengao n. BR
10 2012 025132-9, de 2 de Outubro de 2012 (Anexo 7).

Ambas as patentes sdo proveniente de estudos realizados pelo grupo
coordenado pelas Profas. Dra. Adriana Raffin Pohlmann e Dra. Silvia Stanisguaski
Guterres, respectivamente, do Instituto de Quimica e da Faculdade de Farmacia da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e pelo grupo da Profa. Dra.
Dulcineia Saes Parra Abdalla (FCF/USP).

3.9.1 Preparacao do complexo metalico de nanocapsulas multiparedes (MCMN-Zn)

A sintese das nanocapsulas foi realizada em duas etapas distintas, de acordo
com Bender e colaboradores (2014) (Anexo 8) e Adorne, 2015. Na primeira etapa,
foram preparadas as nanocapsulas multiparede e na segunda etapa, foi realizada a
sua complexacdo com ions metalicos.

Em um primeiro momento, foram produzidas as nanocapsulas de nucleo
lipidico (LNC) (JAGER et al., 2009). Para isso, uma fase orgéanica foi preparada a
partir da adigdo de 0,1 g de poli (epsilon) caprolactona (PCL, Sigma-Aldrich, EUA),
0,04 g de monoestearato de sorbitano (SPAN 60°, Sigma-Aldrich, EUA), 0,120 g de
triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (Delaware, Brasil) e 25 mL de acetona.
Esta fase permaneceu sobre agitacdo magnética por 1 hora a 40 °C. Em paralelo,
uma solugao etandlica de 5 mL, contendo 0,03 g de fosfatidilcolina de soja (Lipoid S
75°, Lipoid, Suiga) foi preparada, sendo posteriormente adicionada a fase organica.

A etapa seguinte consistiu na adi¢do desta solug&o orgénica sob 50 mL de uma
solugao aquosa formada por 0,08 g de polissorbato 80 (Tween 80, Delaware, Brasil)
sob agitacdo magnética moderada na temperatura de 40 °C. Apds 10 minutos de
agitacdo, a mistura foi transferida para baldo rotatério e evaporada sobre pressao
reduzida para eliminar a acetona e concentrar a suspensao (proximo a 9 mL). O
volume final foi ajustado em frasco volumeétrico para 10 mL com agua ultrapura.

Para revestir as nanocapsulas de nucleo lipidico, uma solugcdo de quitosana
(Sigma-Aldrich, EUA) 7mg/mL foi preparada através da dissolu¢ao do polissacarideo
em 10 mL de uma solugdo aquosa contendo acido acético a 1%. Desta solugao, 1
mL foi lentamente adicionado sobre 9 mL da suspensdo de LNC sob agitagdo
magnética moderada (900 rpm). O meio reacional permaneceu sobre agitagéo por 2
horas a temperatura ambiente. Ao final deste periodo, uma suspensdo de
nanocapsulas multiparede (MN) foi obtida. A formagdo das nanocapsulas MN
baseia-se na interagdo eletrostatica entre o grupo amoénio da quitosana e grupos
carregados negativamente na superficie do nucleo lipidico.

A etapa final consistiu na formacdo do complexo multiparede contendo ions
metalicos (MCMN-Zn). Este consistiu da complexagao de 25 ug/mL de ions zinco
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(Zn**) sobre as nanocapsulas multiparede. Para isso, primeiramente foi preparada
uma solucdo padrdo de ions zinco (Zn?*) de 1 pg/mL [28 mg de Acetato de zinco
(Sigma-Aldrich, EUA)] dissolvidos por 1 hora a 37 °C em 10 mL de agua ultrapural).
ApoOs esta etapa, adicionou-se lentamente 250 pL desta solugéo padrao em 9,75 mL
da suspensao de nanoparticulas MN sob agitagdo moderada (900 rpm).

3.9.2 Conjugacao do scFv anti-LDL(-) as nanocapsulas MCMN-Zn

A conjugacgédo das nanocapsulas ao scFv anti-LDL(-) foi realizada de acordo
com Bender e colaboradores (2014) e Adorne (2015). As formulagdes foram
recebidas na forma de trés solugdes: 1) Solugdo de nanocapsulas MN (1014
particulas/mL); 2) Solugado de ions zinco (1 mg/mL); 3) Solugao de fenilalanina (7,58
mg/mL). Para realizar a ligagdo entre as nanocapsulas MCMN-Zn e o scFv anti-
LDL(-), foi adicionado scFv anti-LDL(-) a solugdo contendo nanocapsulas, de modo a
atingir uma concentragao final de 300 pg/mL de scFv anti-LDL(-) na formulagao
formada. A concentragcdo da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sempre sera
expressa de acordo com a quantidade de scFv anti-LDL(-) adicionado as
nanocapsulas MCMN-Zn. O procedimento foi feito de modo semelhante as ligagoes
anteriores, gotejando-se a solugdo contendo scFv anti-LDL(-) sobre a solugéo de
nanocapsulas sob agitagdo constante durante 1 minuto a 4 °C. A ligagédo entre os
fragmentos de anticorpos e o complexo MCMN requer que a adicdo do ligante
ocorra em aproximadamente 1 minuto apds a adsorgéo dos ions metalicos zinco. O
processo de agitagdo moderada também é fundamental para a melhor formagao dos
complexos. Como controle negativo, foi realizada a conjugagcdo do aminoacido
fenilalanina (7,58 mg/mL) as nanocapsulas em substituicao ao scFv anti-LDL(-).

E importante salientar que as nanocapsulas (Figura 7) foram sintetizadas,
caracterizadas e enviados pelos colaboradores da UFRGS a fim de serem utilizadas
pelo nosso grupo nos testes in vitro e in vivo. Todos os ensaios e caracterizagdes
foram realizados pela Ms. Marcia Adorne, colaboradora deste projeto, como parte da
sua dissertacdo de Mestrado. Por este motivo, os resultado aqui apresentados séo
descritos de forma resumida, visando apenas ilustrar os processos envolvidos na
produgdo das nanoparticulas em estudo. Vale ressaltar que para uma avaliagao
adequada dos efeitos da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, os tratamentos
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nanocapsulas MCMN-Zn e scFv anti-LDL(-) foram utilizados como controle em todos

0S ensaios.
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Figura 7: Representacao esquematica do complexo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn formado pela
ligagdo entre as nanocapsulas MCMN-Zn e o scFv anti-LDL(-). A formacdo do complexo scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn ocorreu por adicdo do scFv anti-LDL(-) a solugdo contendo nanocapsulas

MCMN-Zn apés 1 minuto da adsorgéo de ions Zinco as nanocapsulas MN (Acervo pessoal).

3.9.3 Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

Todas as formulagbdes foram caracterizadas quanto a auséncia de particulas
micromeétricas por meio da analise de distribuicdo de tamanho de particulas
utilizando a técnica de difracdo a laser (Mastersizer® 2000, Malverns Instruments,
RU) e por Espalhamento Dinédmico de Luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering)
em equipamento Zetasizer® Nano-ZS (Malvern Instruments, RU). O indice de
polidispersao (Span) foi calculado pela relagdo entre a diferenga dos valores dos
didmetros nos percentis 90 e 10 e o valor do didmetro médio sob a curva de
distribuicdo de tamanho, determinada por difracdo a laser. Foi realizada ainda a
analise de rastreamento de nanoparticulas (Nanosight LM10, Nonasight®, RU) para
determinar o diametro médio hidrodinamico e a densidade do numero de particulas
(concentragao de nanocapsulas, determinada pelo numero de particulas por mililitro
de formulagéo). O potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética em
um analisador ZetaPlus (Zeta Potential Analyser, Brookhaven Instruments
Corporation, EUA) ap6s a diluicdo de uma amostra da formulagdo em 10 mM de
uma solucado aquosa de NaCl. Valores de pH foram adquiridos a 25 °C diretamente
das formulagbes, usando o potenciébmetro B474 (Micronal, BR), previamente
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calibrado em pH 4,0 e 7,0. A quantidade de scFv anti-LDL(-) ndo conjugado a
nanoformulacao foi determinada pelo método de quantificagdo de proteinas Lowry
modificado, apos ultrafiltracdo-centrifugacdo a 1844 xg durante 5 minutos em
membrana de 30 kDa (Amicon® Utra, MerckMillipore®, EUA). As analises foram
executadas com todos os lotes de formulacao sintetizados. Os valores de cada lote

foram obtidos considerando a triplicata de analises de cada um deles.

3.9.4 Afinidade do complexo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn pelo método ELISA

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo previamente descrito
(BENDER et al., 2014). A microplaca de poliestireno com 96 pogos (Costar, Corning
Inc, EUA) foi sensibilizada a 4 ° C durante 16 horas com 50 uL de 25 ug/mL de scFv
anti-LDL(-) ou de formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn diluidos em Tampao
Carbonato-Bicarbonato 0,05 M, pH 9,6, e bloqueadas com 150 uL de leite desnatado
2% (p/v) diluido em PBS-Tween 0,01% (v/v) durante 1 hora e 30 minutos a 37 °C.
Na terceira etapa, adicionou-se LDL(-) ou LDL nativa, como controle negativo, na
concentragéo de 1 uyg/mL. Em seguida, foi adicionado anticorpo monoclonal MAb
2C7D5F10 anti-LDL(-) (10 pg/mL) durante 1 hora a 37 °C a fim de permitir o
reconhecimento da LDL(-) ligada ao scFv anti-LDL(-) ou a formulagdo scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn. Um anticorpo IgG de cabra anti-lgG de camundongo conjugado
com peroxidase (#22339919, Immuno Tools, Alemanha) foi adicionado ao sistema a
uma diluigdo de 1:1500 durante 1 hora a 37 °C. A ligagéo especifica foi observada
apos incubagdo com 50 ulL/pogo do substrato TMB (#T0440, Sigma-Aldrich, EUA).
Apods 15 minutos de incubacéo, foi adicionado 50 pL/pogo da solugdo de parada da
reacdo (Acido Sulfurico 0,5M). A leitura foi realizada em seguida em
espectrofotobmetro com filtro de 450 nm.

3.10 Estudos in vitro

Nos ensaios realizados, os macrofagos foram tratados com sa seguintes
concentracdes de cada tratamento: 10* particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn,
6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-), 6,25 pg/mL da formulacdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-
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Zn e 37,5 pg/mL de LDL(-) isoladamente ou em diferentes combinagdes. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata com pelo menos trés experimentos

independentes.

3.10.1 Caracterizacao de macrofagos murinos primarios diferenciados de células da

medula 6ssea

Conforme descrito no item 3.4, os macrofagos murinos primarios diferenciados
a partir de células da medula 6ssea sado caracterizados apos 7 dias do inicio da
diferenciagao e antes de serem utilizados em qualquer tipo de ensaio. Para essa
determinagao, as células foram desaderidas com auxilio de Tripsina-EDTA 0,25%
durante aproximadamente 5 minutos em incubadora de CO, a 37 °C. A tripsina foi
entdo inativada com volume igual ou maior de Soro Fetal Bovino. As células foram
homogeneizadas e transferidas para um tubo Falcon™ de 15 mL, centrifugadas a
100 g, por 5 minutos a 4 °C, ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI e contadas em
camara de Neubauer. 2 x 10° células foram separadas e transferidas para um tubo
Falcon™ de 5 mL especifico para uso em citdbmetro de fluxo. As células foram,
entdo, marcadas com o anticorpo murino F4/80-PE-Cy5 diluido 1:1000 (#15-4801-
82, Ebioscience, EUA) durante 30 minutos a 37 °C. Um tubo contendo a mesma
quantidade de células sem marcacgao foi utilizado como controle do ensaio. Ambos
os tubos foram centrifugados novamente, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 300 pyL de tampao PBS para leitura no citdmetro. Foi utilizado o
citbmetro FACSCanto™ Flow Cytometer (Becton, Dickinson and Company, EUA) e
os resultados foram analisados através do software Flow Jow Versao 10.0.2, ®Tree
Star (EUA).

3.10.2 Avaliacdo do efeito in vitro da formulacdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn em

macrofagos murinos primarios e macrofagos humanos primarios sobre a formacao

de células espumosas

A LDL(-) foi marcada com o fluoréforo Dil(C+s) (1,7-Dioctadecyl-3,3,3',3"-
Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate, #D282, Life Technologies, EUA), que
apresenta emissao em 565 nm, na proporgao de 300 pg de Dil para cada 1 mg de
LDL(-) (STEPHAN; YURACHEK, 1993) durante 16 horas a 37 °C, sendo, em
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seguida, filtrada em membrana com poro de 0,22 ym para retirada do excesso de
corante nao ligado a lipoproteina. Um controle negativo de PBS marcado com Dil foi
utilizado em todos os ensaios. As células foram tratadas com nanocapsulas MCMN-
Zn, scFv anrti-LDL(-), formulag&o scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn e LDL(-), isoladamente
ou em diferentes combinagdes. A internalizagdo de LDL(-) foi confirmada pela
observacgao de conteudo lipidico no interior das células, sendo este observado pelas

técnicas:

3.10.2.1 Citometria de fluxo

2,5 x 10° macréfagos, tanto humanos quanto murinos, foram cultivados por
poco em placas de 12 pocos e estimulados durante 3 horas. Apds o estimulo, as
células foram lavadas em PBS e coletadas para analise. Foram observados 10000
eventos. Todos os experimentos envolvendo macréfagos murinos primarios foram
realizados no citbmetro FACSCanto™ Flow Cytometer e o0s ensaios com
macrofagos humanos primarios foram realizados no citbmetro FACS LSR
Fortessa™ Flow Cytometer (Becton, Dickinson and Company, EUA). Todos os

resultados foram analisados através do software Flow Jow Versao 10.0.2.

3.10.2.2 Microscopia confocal

A técnica de microscopia confocal foi utilizada a fim de confirmar a
internalizagcao de LDL(-) sob as mesmas condi¢des estabelecidas na avaliagao por
citometria de fluxo. Para isso, cultivou-se 2,5 x 10°> macréfagos por pogo em placas
de cultura com fundo de vidro de 4 pogos (#627-975, Greiner Bio-One, Alemanha). A
marcacao da LDL(-) com Dil foi mantida, assim como o tempo de incubagédo de 3
horas. Apds esse tempo, as células foram fixadas com formaldeido 10% durante 15
minutos. O nucleo das células foi marcado com o fluoréforo DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride, #D1306, Life Technologies, EUA), que apresenta
emissao em 461 nm, durante 5 minutos. As imagens foram obtidas através de um
microscopio confocal de varredura a laser Carl Zeiss LSM510 Meta e iluminador
HAL 100 (Zeiss, Alemanha). A intensidade de fluorescéncia é uma medida
qualitativa e tem o objetivo de confirmar visualmente os resultados obtidos por

outras técnicas.
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3.10.3 Avaliacdo da expressado génica de citocinas pré e antiinflamatoérias por PCR

em Tempo Real

1 x 10° macréfagos humanos primarios foram cultivados e estimulados durante
24 horas ou 4 horas (apenas para a analise da expresséo de TNFA) em placas de 6
pogos com nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anrti-LDL(-), formulagao scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn e LDL(-), isoladamente ou em diferentes combinagbes. Apds o tempo de
incubacéo, as células foram coletadas e o RNA total foi extraido utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen™, EUA) segundo as especificacdes fornecidas pelo
fabricante. O RNA extraido foi quantificado em espectrofotdbmetro NanoDrop ND-
1000, sendo considerado de boa qualidade as amostras que apresentaram razdes
de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm com valores préximos de 2.

Para a sintese de cDNA, foram utilizados 1 pg de RNA total, 4 pL de
SuperScript® Vilo cDNA Synthesis Kit (#11754050, ThermoFisher Scientific, EUA) e
agua DEPC em um volume final de 20 yL. Os tubos foram incubados por 5 minutos
a 25 °C, 30 minutos a 42 ° C e 5 minutos a 85 °C em termociclador PX2 Thermal
Cycler® (ThermoFisher Scientific, EUA). Apés o término da reagao, os tubos foram
colocados imediatamente em banho de gelo e armazenados a -20 °C para analise
posterior.

Para as reagdes de PCR em Tempo Real (RT-PCR), foram utilizados 2 uL de
cDNA, 0,4 uL da mistura de oligonucleotideos especificos para cada gene (Tabela
2), 2,6 uyL de agua miliQ estéril e 5 yL de SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, EUA). O ensaio RT-PCR, para genes humanos, foi realizado em
equipamento CFX96 Touch (BioRad, EUA) e, para genes murinos, no equipamento
7500 Fast Real Time PCR System® (Applied Biosystems, EUA) nas seguintes
condigbes: desnaturagédo inicial a 95 °C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos de
desnaturacgao a 95 °C por 15 segundos, anelamento dos primers e extensao a 60 °C
por 60 segundos. Cada amostra foi analisada em duplicata. Foram utilizados
oligonucleotideos para amplificagdo de IL-1j3, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNFa. A analise
dos dados resultantes das rea¢des de PCR em Tempo Real foi realizada utilizando o
método Delta-Delta Ct (AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Para normalizacéo da
expressao génica, foram utilizados oligonucleotideos para amplificagdo de GAPDH,
genes humanos, e Rp/13a, genes murinos.
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Tabela 2: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para quantificagdo dos niveis

de expressao de mRNA em macréfagos humanos e murinos primarios por PCR em

Tempo Real.
Gene Foward Reverse
GAPDH | 5TGCACCACCAACTGCTTAGC3 5GGCATGGACTGTGGTCATGAG3
IL1B 5GGACAAGCTGAGGAAGATGC3 5TCGTTATCCCATGTGTCGAA3Z’
IL6 5GAACTCCTTCTCCACAAGCG3 5TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT3’
IL10 5TGCCTTCAGCAGAGTGAAGA3Z 5GTCTTGGTTCTCAGCTTGGG3
MCP1 5CCCCAGTCACCTGCTGTTAT3’ 5TGGAATCCTGAACCCACTTC3’
TNFA 5AACCTCCTCTCTGCCATCAAZ’ 5GGAAGACCCCTCCCAGATAG3’
Rpl13a | 5TCCTCAAGACCAACGGACTCC3 | 5AACCTTTGGTCCCCACTTCCCT3’

I11b S'TTCCCATTAGACAACTGCACTAC3’ 5GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTZ

9] S TGTGCAATGGCAATTCTGATZ’ 5’ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGCY

110 5'GTACAGCCGGGAAGACAATAAZ 5'GCATTAAGGAGTCGGTTAGCAZ

Mcp1 5'CAGCAAGATGATCCCAATGAZ 5'GCTGAAGACCTTAGGGCAGAYZ

Tnfa 5’AAACTGGGCATGCACGACCT3’ S'’ACTTCAGCACCATAACAGCCY

3.10.4 Quantificacao proteica de citocinas pro e antiinflamatérias

1 x 108 macrofagos humanos primarios foram cultivados em placas de 6 pogos
e estimulados por 48 horas com nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anrti-LDL(-),
formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn e LDL(-), isoladamente ou em diferentes
combinacdes. As células foram coletadas e a quantificacdo de IL-1[3 foi realizada a
partir da tecnologia de beads BD® CBA — Cytometric Bead Array. O ensaio consiste
na incubagdo da amostra com beads de tamanho conhecido, contendo anticorpos
primarios marcados com PE que promovem a quantificacédo do analito em questao
através da deteccdo de um sinal fluorescente. Para isso foi utilizado os kits Mouse
IL-18 Enhanced Sensitivity Flex Set (#562278, BD Biosiences, EUA), Human IL-1f
Flex Set (#558279, BD Biosiences, EUA), Mouse inflammatory cytokine kit
(#552364, BD Biosiences, EUA) e Human inflammatory cytokine kit (#551811, BD
Biosiences, EUA), sendo os dois ultimos utilizados para a detecg¢ao de IL-6, IL-10,
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MCP-1, IFN-y e TNFa. Todo o procedimento foi realizado de acordo com as

instru¢des do fabricante.

3.10.5 Avaliacdo do mecanismo de internalizacdo da formulacdo scFv anti-LDL(-)-

MCMN-Zn por macréfagos murinos primarios € macrofagos humanos primarios

As nanocapsulas foram marcadas com o fluor6foro Rodamina B (#R6626,
Sigma-Aldrich, EUA), com emissdo em 554 nm. Nessas nanocapsulas, a Rodamina
B esta ligada covalentemente ao PCL, sendo facilmente incorporada a formulagao
ainda na primeira etapa de producdo. Por apresentar um espectro de emisséo de
fluorescéncia muito proximo ao do Dil, ndo foi possivel fazer uma avaliagao
simultdnea com os tratamentos de nanocapsulas MCMN-Zn ou da formulagédo scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn e LDL(-) marcados. A internalizacdo de particulas da
formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn marcada com Rodamina B pelos macréfagos
foi avaliada, apdés 3 horas de tratamento, por citometria de fluxo, microscopia
confocal e microscopia hiperespectral. Apdés a comprovagao desta evidéncia, foram
avaliados os possiveis mecanismos de endocitose envolvidos neste processo de
internalizagdo de nanoparticulas. Para isso, as células foram tratadas com inibidores
especificos (Tabela 3) durante 1 hora e em seguida tratadas com os estimulos de
nanocapsulas MCMN-Zn e da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn nas
concentragbes descritas no inicio deste tépico (3.10) durante 3 horas. Foram
realizados ensaios pelas técnicas ja citadas:

3.10.5.1 Citometria de fluxo

2,5 x 10° macréfagos, murinos ou humanos primarios, foram cultivados por
poco em placas de 12 pocos e estimulados. Apds o estimulo, as células foram
lavadas em PBS e coletadas para analise. Foram observados 10000 eventos. Todos
os experimentos envolvendo macréfagos murinos primarios foram realizados no
citbmetro FACSCanto™ Flow Cytometer e os ensaios com macrofagos humanos
primarios foram realizados no citbmetro FACS LSR Fortessa™ Flow Cytometer.
Todos os resultados foram analisados através do software Flow Jow Versao 10.0.2.
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3.10.5.2 Microscopia confocal

Foram cultivados 2,5 x 10° macréfagos murinos ou humanos primarios por
poco em placas de cultura com fundo de vidro de 4 pogos (#627-975, Greiner Bio-
One, Alemanha) O nucleo das células foi marcado com o fluoréforo DAPI durante 5
minutos, apods fixacdo das células com formaldeido 10%. Na avaliagdo do
mecanismos de endocitose relacionada a captacado da formulagéo scFv anti-LDL(-)-
MCMNZn, o fluoréforo CellTracker™ Green CMFDA (#C2925, Life Technologies,
EUA) foi utilizado para marcagdo do citoplasma das células. As imagens foram
obtidas através de um microscopio confocal de varredura a laser Carl Zeiss LSM510
Meta e iluminador HAL 100.

Tabela 3: Inibidores de endocitose utilizados no estudo da internalizagdo da

formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por macrofagos murinos e humanos

primarios.
Concentragao Mecanismo Macréfagos
Inibidor Referéncias
utilizada envolvido testados
Inibidor de
Azida de . _ Bicker e col.
1mM fosforilagao Murinos
Sadio o (2008)
oxidativa
Inibidor do Becker,
. transporte _ Volchuk e
Brefeldina A 1 uM Murinos
intracelular de Rothman
proteinas (2004)
Citocalasina Inibidor de Bylund e col.
40 uM . Humanos
B fagocitose (2004)
Citocalasina Inibidor de _ Wakatsuki e
40 M . Humanos/Murinos
D fagocitose col. (2001)
Chen,
Inibidor de )
Cloroquina 50 uM . Humanos/Murinos | Gombart e
endocitose
Chen (2011)
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Concentragao Mecanismo Macréfagos
Inibidor Referéncias
utilizada envolvido testados
Inibidor das vias
de endocitose _ Macia e col.
Dynasore 80 uM Humanos/Murinos
dependentes de (2006)
dinamina
Inibidor de _ Nagao e col.
EIPA 50 uM o Humanos/Murinos
macropinocitose (2010)
Becker,
Volchuk e
Inibidor da via Rothman
LY294002 20 uM Humanos
PI3K (2004);
Yamaguchi e
col.. (2006)
Inibidor de
Monensina _ Gao e col.
20 uM enzimas Murinos
de Sddio _ _ (2013)
lisossomais
Inibidor de Gao e col.
Nocodazol 2,5uM . Humanos
fagocitose (2013)

Azida de Sodio (#S8032, Sigma-Aldrich), Brefeldina A (#B7651, Sigma-Aldrich), Citocalasina B
(#C6762, Sigma-Aldrich), Citocalasina D (#C8273, Sigma-Aldrich), Cloroquina (#C6628, Sigma-
Aldrich), Dynasore (#D7693, Sigma-Aldrich), EIPA ou 5-(N-Ethyl-N-isopropil)amiloride (#A3085,
Sigma-Aldrich), LY294002 (#L9908, Sigma-Aldrich), Monensina de Sddio (#M5273, Sigma-Aldrich),
Nocodazol (#M1404, Sigma-Aldrich).

3.10.5.3 Microscopia hiperespectral e de fluorescéncia em sistema CytoViva®

Adicionalmente as técnicas descritas acima, a internalizacdo da formulacéo
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn foi confirmada utilizando o microscopio hiperespectral
confocal de campo escuro de alta resolugdo e eficiéncia CytoViva® (CytoViva Inc,
EUA), que permite a visualizagédo de particulas com até 74 nm de didmetro, além de
possibilitar a obtencdo do espectro de absor¢do das mesmas. Por se tratar de um
microscopio confocal, também permite a avaliagcdo de particulas conjugadas a
fluoréforos (CYTOVIVA® HOME, 2016).
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Para esses ensaios, foram cultivados 2 x 10° macréfagos, de ambas as
espéecies, em placas de 6 pocos, contendo uma laminula de vidro, limpa e livre de
particulas de poeira, com 1 mm de espessura (extra clean dust-free Nexterion®
Glass D coverslips; #D263T, Schott, EUA). Apds o tratamento, as células foram
lavadas 5 vezes com PBS a 37 °C e as laminulas foram cuidadosamente retiradas
das placas e posicionadas em uma lamina de vidro contendo 10 pyL de PBS 1X. As
imagens de fluorescéncia foram obtidas com uma cémera digital Dage XL CCD
(DAGE®, Jap3ao) com uma objetiva de 100 x. Os dados para obtencdo do espectro
meédio de cada amostra foram coletados de diferentes areas através de uma camera
espectral Specim V10E CCD e determinados a partir do software ENVI
Hyperspectral Image Analysis® (CytoViva Inc, EUA). As andlises no microscopio
CytoViva® foram conduzidas pela Dra. Mayara Uchiyama, em colaboragdo com o

grupo do Prof. Koiti Araki do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo.

3.11 Estudos in vivo

3.11.1 Avaliacao do efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 Ldlr" com a

formulacao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a interacdo leucocito-endotélio e sobre

a permeabilidade vascular por técnica de microscopia intravital

A fim de garantir a seguranca da utilizagdo in vivo da formulagdo scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn na dose pré-estabelecida (CAVALCANTE et al., 2016) foi avaliado
o seu efeito sobre os parametros da microcirculacdo e da permeabilidade vascular
em camundongos C57BL/6 Ldlr". Essa avaliagdo foi realizada por microscopia
intravital, técnica que permite avaliar a dinamica dos eventos da microcirculagédo em
animais vivos a partir da observacdo direta da rede vascular de tecidos
transluminados ou nao (GAVINS, 2012).

Para isso, 30 camundongos C57BL/6J Ldlr"™ machos, com 12 semanas de
idade foram divididos em 6 grupos (n=6) e alimentados com dieta padrao do biotério
ou dieta hipercolesterolémica (HC) (Tabela 1) durante 8 semanas em protocolo de

lesdo inicial. Foram administrados via endovenosa preparagdes contendo solugao
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salina 0,9%, 5 x 10° particulas/Kg de Nanocapsulas MCMN-Zn ou 5 mg/Kg da
formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn.

Os animais foram anestesiados com a mistura anestésica Cetamina e Xilazina
por via intraperitoneal e tricotomizados na regido interna da pata posterior esquerda.
A veia femural foi canulada pela inser¢do de um catéter intravenoso (PE10, BD
Biosciences, EUA) para a posterior infusdo dos tratamentos. Em seguida, cada
animal foi submetido aos procedimentos cirurgicos necessarios para a exposigao do
musculo cremaster, permanecendo anestesiados durante todo o protocolo.

Os animais foram, entdo, posicionados e fixados, em decubito ventral, sobre
uma placa de metal aquecida com uma regido acrilica transparente, de forma a
possibilitar a perfeita visualizacdo da microcirculagdo subcutanea local. Cada animal
foi disposto abaixo das objetivas do microscopio, conectado a uma lampada de
fluorescéncia (Super High Pressure Mercury Lamp Power Supply, Nikon, modelo,
HB-10101AF), constituindo, assim, sistema de microscopia por epi-iluminagéo
(VANHEULE et al., 2008).

Uma vez exposto, o musculo cremaster foi entdo distendido por quatro pontos
distintos, com auxilio de pequenos ganchos, formando uma area transparente, pela
qual foi possivel visualizar as estruturas microvasculares (Figura 8). Uma vénula
pos-capilar com diametro entre 30 e 40 yM, facilmente observavel ao microscépio na
superficie transparente, foi entdo escolhida aleatoriamente para analise. A
preparagao foi mantida umida e aquecida por irrigagdo com solugdo tampé&o de
Ringer-Locke gelatina (pH= 7,3 — 7,4; NaCl 154nM; KCI 5,6 mM; CaCl,.2H,0 2mM;
NaHCO3; 6mM; Glicose 5mM e Gelatina) a temperatura de 37 °C.
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Figura 8: Imagens representativas dos procedimentos para técnica de microscopia intravital. 1:
Exposi¢cao do musculo cremaster e posicionamento do animal sob o microscépio. Os animais foram
anestesiados, tricotomizados e o seu musculo cremaster foi exposto e estendido sob uma placa
aquecida; 2 e 3: A placa foi posicionada sobre o charriot do microscépio onde a malha vascular foi
transiluminada; 4: Visualizagdo da malha vascular em campo claro. 5: Visualizagdo da malha vascular
em campo escuro. Imagens cedidas pelo grupo da Profa. Sandra Farsky, FCF-USP (DREWES,
2015).

Apés a escolha da vénula, foram administrados, por via intravenosa, durante
5 minutos, 100 pL de solugao salina 0,9%, solugcdo contendo nanocapsulas MCMN-
Zn ou solugdo contendo a formulagcdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, nas doses ja
citadas anteriormente. A vénula foi observada antes, logo apds a administracédo do
tratamento (tempo 0) e nos tempos de 10, 30 e 60 minutos seguintes. Foram
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avaliados os parametros de numero de leucdcitos em comportamento de “rolling” ou
rolamento, numero de leucdécitos aderidos, leucocitos migrados, formagao de
trombos e de areas hemorragicas, além da avaliagcdo da velocidade do fluxo
sanguineo (sendo, 0 = fluxo inalterado; 1 = fluxo lento; 2 = fluxo parado). Os
leucocitos em movimento na periferia do fluxo sanguineo, em contato com o
endotélio, foram considerados em comportamento “rolling”. Essas células foram
observadas individualmente e contadas durante um periodo de 5 minutos a partir de
sua passagem por um ponto fixo selecionado na vénula. Foram considerados
leucdcitos aderidos aqueles que permaneceram por mais de 30 segundos fixados a
parede vascular (FARSKY; SANNOMIYA; GARCIA-LEME, 1995).

Para a avaliacdo da permeabilidade vascular, apdés a ultima contagem dos
parametros no campo claro (60 minutos apds a administragdo do tratamento), foi
administrada albumina conjugada com FITC (Isotiocianato de fluoresceina) (50
mg/kg, 100 L, Sigma-Aldrich, EUA). Apds 5 minutos, a malha vascular foi observada
e fotografada no campo escuro no filtro do FITC (Aemi. = 488 nm). As intensidades
opticas integradas meédias do composto fluorescente foram obtidas intra e
extravascularmente (sendo utilizadas 4 areas intra e 4 areas extra computadorizadas
de mesmo tamanho) e a seguinte férmula foi utilizada para calcular a mudancga da
intensidade optica: Al= 1 — (li — Io)/li, aonde Al € a mudanca na intensidade de luz, i é
a intensidade de luz dentro do vaso e /o é a intensidade de luz fora do vaso. As
imagens no campo claro e no campo escuro foram obtidas em microscopio 6ptico
(Axioplan Il, Carl-Zeiss, Alemanha) e as imagens foram capturadas por camera de
video (ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss, Alemanha), e transmitidas simultaneamente a um
computador, no qual, posteriormente, foram analisadas pelo software AxioVision 4.8.
Foi utilizada uma objetiva de imersédo em agua de 40x, o aumento final na tela do
computador (Sony Trinitron) foi de 400x. Os aumentos proporcionados pelas objetivas
do microscépio e pela camera de projecdo de imagem conferem ampliacéo e nitidez
suficientes para as analises qualitativas e quantitativas no monitor do computador.

Ao término do protocolo de microscopia intravital, ou seja, uma hora apods a
administragao dos tratamentos, o sangue foi coletado da veia cava em microtubos
de 2 mL, contendo EDTA 10%, na proporg¢ao de 10 pyL de anticoagulante para cada
1 mL de sangue. Foram realizadas a contagem total de leucécitos com liquido de
Turk em microscoépio 6ptico e a contagem diferencial de leucécitos foi realizada em

esfregaco, os quais foram fixados em laminas, corados com solugdo corante de
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May Grumwald-Giemsa (Sigma-Aldrich, EUA), modificada (ROSENFELD,
1947). Os esfregagos foram analisados em microscopio 6ptico com objetiva de
imersao (aumento de 100x). O plasma separado por centrifugagéao foi utilizado para
avaliagdo dos niveis plasmaticos de Colesterol Total (#76, Labtest, BR) e
Triglicérides (#87, Labtest, BR), com o intuito de confirmar a diferenca desses
parametros entre camundongos que receberam ou nao dieta hipercolesterolémica.
Foram coletadas amostras de urina dos animais por pungao direta da bexiga
antes da coleta de sangue final. Posteriormente, as mesmas foram aplicadas a tiras
reagentes (Urofita 10DL, Prodimol, BR) para analise bioquimica. Foram avaliados
0os seguintes parametros: Sangue (numero de eritrocitos por pL de urina),
Urobilinogénio, Bilirrubina, Proteinas (mg/dL), Nitrito, Cetonas (mg/dL), Glicose
(mg/dL), pH, Densidade e Leucdcitos (numero de leucécitos por uL de urina).

O processo de canulagao da veia femoral foi conduzido juntamente com a Ms.
Marina Spatti, e a exposicdo do musculo cremaster assim como as analises no
microscopio foram conduzidas com a Dra. Carine Drewes, em colaboragdo com o
grupo da Profa. Sandra Farsky da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da

Universidade de Sao Paulo.

3.11.2 Avaliacao do efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 Ldlr" com a

formulacao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a area da lesdo aterosclerética

60 camundongos C57BL/6J Ldlr" machos, com 12 semanas de idade foram
divididos em 6 grupos (n=10) e alimentados com dieta padrdo do biotério ou dieta
hipercolesterolémica (HC) (Tabela 1). Os grupos foram divididos em: Controle com
dieta padrao (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC), Veiculo (PBS),
Nanocapsulas (MCMN-Zn) (5x10° particulas/Kg), scFv anti-LDL(-) (5 mg/Kg) e scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn (5 mg/Kg). Todos os grupos receberam semanalmente via
endovenosa, pela veia da cauda, aproximadamente 100 ul das preparagdes,
variando de acordo com o peso dos animais. Foi utilizado o protocolo de tratamento
em modelo de leséo inicial (Figura 9), a partir do qual os animais foram alimentados
com uma dieta hipercolesterolémica durante 8 semanas, tendo inicio apos a
administragdo da segunda dose de tratamento. O peso dos animais assim como o
consumo de ragcdo foram acompanhados semanalmente durante todo o

experimento.
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Uma semana apods a ultima dose de tratamento administrada (referente as 8
semanas), os animais foram submetidos ao protocolo de avaliagédo in vivo da lesao
aterosclerotica por técnica de PET/CT. O protocolo foi realizado de acordo com
Andrés e Dorado (2015), no qual é avaliada a captagdo do '®F (Fluor-18) conjugado
a molécula FDG (Fluordesoxiglicose). O "®F-FDG foi fornecido pelo Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) do Estado de Sao Paulo, como parte de

uma colaboragao com a Dra. Lorena Pozzo.

Dieta HC

Sem. 9
Eutanasia

Figura 9: Representagdao esquematica do protocolo de tratamento em modelo de leséo inicial.
Os animais foram alimentados com uma dieta hipercolesterolémica durante 8 semanas, tendo inicio
apos a administragdo da segunda dose de tratamento. Os grupos foram divididos em: Controle com
dieta padrdao (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC), Veiculo (PBS), Nanocapsulas
MCMN-Zn (5x1O5 particulas/Kg), scFv anti-LDL(-) (5 mg/Kg) e scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn (5 mg/Kg).
Os animais receberam doses semanais pela veia da cauda, aproximadamente 100 ul das

preparagdes (Acervo pessoal).

3.11.2.1 Tomografia por Emissdo de Pdsitrons associada a Tomografia
Computadorizada

A técnica de tomografia por emissdo de pésitrons (PET) fornece imagens em
3D que representam a distribuicdo temporal e espacial de um agente de contraste
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(radiois6topo) localizado em um alvo especifico. Pode ser usada para visualizagéo e
avaliacao quantitativa de diversos processos in vivo. O is6topo pode ser combinado
com agentes de direcionamento, como um anticorpo especifico e relacionado ao
fendbmeno estudado. A padronizagao dessa técnica, dentro do modelo experimental
de lesdo aterosclerdtica, visa auxiliar ndo s6 o entendimento deste estudo e de
estudos futuros desenvolvidos pelo grupo como também minimizar o uso de animais
em nossos protocolos, a partir da possibilidade de acompanhamento das lesdes de
forma n&o-invasiva.

Para essa analise, os animais foram mantidos em jejum durante a noite anterior
a obtengdo das imagens, recebendo apenas agua até o momento do inicio do
ensaio. Os animais foram, entdo, pesados em balanga semi-analitica (Mettler-
Toledo, BR), e seus niveis plasmaticos de glicose foram aferidos com auxilio de
sistema medidor de glicose portatil Contour TS (Bayer, Alemanha). Em seguida, os
camundongos foram inseridos na cadmara do sistema de anestesia (Summit
Anesthesia Support, MIP Anesthesia Technologies) e anestesiados com 2% de
Isoflurano (Cristélia, BR) (98% de Oz, com fluxo de 2 L/min). Apds alguns minutos,
0s animais receberam uma dose Unica de "®F-FDG (19,35 + 4,19) diluido em solugéo
salina, contidos em aproximadamente 50 a 100 uL de solugao, via endovenosa pelo
plexo ocular e retornaram as suas gaiolas, onde permaneceram por 3 horas antes
do inicio das aquisicbes das imagens.

Para dar continuidade ao ensaio, os animais foram novamente anestesiados
em camara de anestesia com 2% de Isoflurano (98% de O, com fluxo de 2 L/min) e,
em sequéncia, acondicionados e posicionados dentro do equipamento Albira micro
PET-SPECT-CT (Bruker Biospin, Billerica, EUA), onde permaneceram anestesiados
durante 30 minutos de aquisicdo. Terminado o PET, os animais receberam 200 uL
de agente de contraste radiografico baseado em iodo (Omnipaque, loexol, GE
HealthCare, RU) via endovenosa pela veia lateral da cauda. Imediatamente a essa
administragado, foi realizada aquisicdo da imagem de tomografia computadorizada
durante 15 minutos, constituida de 400 proje¢cdes adquiridas com 400 pA e 45 keV.

Ao final dos procedimentos, os animais foram anestesiados com uma mistura
de Cetamina e Xilazina por via intraperitoneal. Foi realizada coleta de sangue por
pungao cardiaca, em seringa contendo EDTA 10%, seguida de coleta de urina, por
aspiracdo do conteudo da bexiga com seringa de 1 mL. Foram retirados os
seguintes 6rgdos ou tecidos para medida da captagdo do "®F.FDG em dosimetro:
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figado, bacgo, rins, pancreas, estdbmago, intestinos, testiculos, pulmdes, coragéo, veia
cava, aorta, musculo, osso, cauda e cérebro. As aortas foram retiradas desde a
regido do arco aortico até porcao final das artérias femorais. Os 6rgédos foram
inseridos em tubos contendo Formalina 10%, pesados em balanca analitica,
avaliados quanto a atividade radioativa em dosimetro (Capintec, Inc, EUA) e

armazenados em Formalina 10% ou Etanol 70% para futuras analises.
3.11.2.2 Reconstrugédo de imagens

Os arquivos obtidos na tomografia computadorizada foram reconstruidos
usando algoritmo FBP (Filtered BackProjection), resultando em voxels de
125x125x125 mm. O algoritmo utilizado para reconstrugao de arquivos PET foi o
MLEM, com 12 interagdes, utilizando corregdes de decaimento e eventos
coincidentes, mas sem corre¢cdo de atenuacdo. Assim como arquivos CT, os

arquivos resultantes contém voxels de 125 ym.
3.11.2.3 Processamento e analise de imagens

Todos os arquivos foram analisados com software PMOD (PMOD
Technologies, versédo 3.307, Suiga). Inicialmente, foi confirmado o co-registro entre
os arquivos de PET e CT. Posteriormente, foram usados volumes de interesse (VOI)
em arquivos de CT, com objetivo de selecionar o arco aortico de cada animal.
Finalmente, os volumes obtidos foram colocados em arquivos PET e a atividade, em
SUV (do inglés, standardized uptake value ou valor padronizado de captagao) no
arco aortico (Figura 10), foi calculada em porcentagem da dose injetada por
centimetro clbico (%ID/cm®).
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Micro CT Micro PET

Arco aortico

Figura 10: Imagens representativas do arco aértico de camundongos Ldir” obtidas por técnica
de PET/CT. Os animais receberam uma dose Unica de "®F-FDG (19,35 + 4,19) via endovenosa pelo
plexo ocular. Apés 3 horas da administragédo do radioisétopo, os camundongos foram acondicionados
e posicionados dentro do equipamento Albira micro PET-SPECT-CT (Bruker Biospin, Billerica, EUA),
onde permaneceram anestesiados durante 30 minutos de aquisicdo. Terminado o PET, os animais
receberam 200 pL de agente de contraste radiografico baseado em iodo (Omnipaque, loexol, GE
HealthCare, RU) via endovenosa pela veia lateral da cauda. A aquisi¢do da imagem de tomografia
computadorizada foi realizada durante 15 minutos, constituida de 400 proje¢des adquiridas com 400
MA e 45 keV. Foi utilizado o pardmetro anatdmico descrito nesta imagem para quantificagdo da

captacéo do ®F-FDG (Acervo pessoal).
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3.11.2.4 Celularidade sanguinea apos o tratamento

A partir do sangue coletado, foi realizada a contagem total do numero de
leucocitos em liquido de Turk (azul de metileno + &cido acético), e contagem
diferencial em esfregago corado com Pandético (Laborclin, BR).

3.11.2.5 Analise qualitativa da urina

Foram coletadas amostras de urina dos animais por pungao direta da bexiga.
Posteriormente, as mesmas foram aplicadas a tiras reagentes para analise
bioquimica. Foram avaliados semi-quantitativamente os seguintes parametros:
Sangue (numero de eritrécitos por yL de urina), Leucécitos (numero de leucdcitos
por uL de urina), Proteinas (mg/dL), Nitrito, Cetonas (mg/dL), Glicose (mg/dL) e pH.

3.11.2.6 Analise morfométrica das lesoes ateroscleréticas no arco aortico

Os coragdes armazenados em Formalina 10% (n=>5), foram utilizados para
avaliacdo da area da lesdo aterosclerotica por analise morfométrica. A inclusdo dos
tecidos para corte em laminas foi feita em trés solu¢gdes de diferentes concentracoes
de gelatina: inicialmente, solugao a 5% de gelatina por trés horas, depois a 10% por
mais trés horas e a 25% por 16 horas, devendo ocorrer todas as etapas em banho-
maria (temperatura entre 40-50 ‘C). Os ventriculos foram seccionados entre o apice
e a base em um plano paralelo a uma linha definida pelas pontas laterais dos atrios.
Os coracgbes foram, entdo, embebidos no composto OCT (Killik, Easy Path, BR)
dentro da camara de congelamento do criostato. Os cortes foram desprezados até a
proximidade da regido de interesse.

Apos identificar a aorta, cortes consecutivos 5 um de espessura foram
coletados em Iaminas de microscépio silanizadas e cobertas com uma fina camada
de gelatina. Os cortes coletados devem compreender a regido entre o sinus adrtico e
0 inicio da aorta, amostrando uma extensdo média de 250-300 ym, conforme Paigen
e colaboradores (1987). Foram coletadas cerca de 10 laminas, cada uma com 8
cortes, para cada animal. As referéncias anatdbmicas para a identificagdo do inicio da
regido de coleta s&o o formato arredondado da aorta e a presenga de saliéncias em
sua parede (constituem o inicio da formagao das valvulas adrticas na raiz da aorta).
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Ja o desaparecimento das valvulas indica o fim da regido de coleta. As laminas
foram numeradas em série e coradas com Oil Red-O (ORO, #00625, Sigma-Aldrich,
EUA) e contra-coradas com Hematoxilina de Harris (HHS32, Sigma-Aldrich, EUA) e
Light Green (#L1866, Sigma-Aldrich, EUA). Os cortes foram analisados por
microscopio optico Nikon acoplado a uma cémera; a captura da imagem foi feita
utilizando-se um computador e o programa NIS-Elements AR(tm) versao 3.10
(Nikon, EUA). Foi utilizado o programa analisador de imagens /mage J para a
obtencado das medidas com auxilio da ferramenta Color Deconvolution (versao para
Mac, NIH, EUA).

3.11.2.7 Quantificagdo do conteudo de colageno no arco adrtico

Os coragbes armazenados em Etanol 70% (n=5) foram incluidos em parafina
e seccionados com auxilio de um micréotomo CUT 4050 (Microtec, BR) em cortes de
5 ym. Os cortes foram realizados na mesma regido descrita no item anterior, de
modo a permitir a visualizagao da porgao inicial da aorta. Os cortes foram aderidos a
ldminas histologicas silanizadas, desparafinados, hidratados, corados com
Picrosirius Red (#365548, Sigma-Aldrich, EUA) e contra-corados com Hematoxilina
de Carrazi (#H9627, Sigma-Aldrich, EUA) para avaliagao do conteudo de colageno
na regido de interesse. As laminas foram observadas em microscopio Optico
Olympus BX50, sob luz polarizada, acoplado a uma camera digital Olympus E 330
(Olympus, Japao). As imagens foram obtidas com objetiva de 4x e foram analisadas
em software ImagedJ, apos reconhecimento das regides coradas de cor alaranjada
na area estudada (IMAGEJ, 2007).

3.11.2.8 Quantificagdo do conteudo lipidico na aorta

As aortas armazenadas em Formalina 10% (n=5) foram utilizadas para
quantificagdo do conteudo lipidico depositado em seu interior (BEATTIE et al., 2009).
As amostras foram cortadas em trés seguimentos: 1 cm do arco aortico até a aorta
toracica, aorta abdominal e artérias femorais, e coradas com Oil Red O (solugao a
3% em isopropanol 70%) durante 30 minutos. Em seguida, as por¢des coradas
foram lavadas com isopropanol 70% e armazenadas em agua destilada.
Posteriormente, as amostras foram cuidadosamente transferidas para placas de 96
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pocgos, as quais foram adicionados 100 yL de uma mistura 2:1 (v/v) de cloroférmio e
metanol, e mantidas sob agitagdo durante 4 min em agitador orbital, de modo a
dissolver todo o conteudo de ORO presente nas mesmas. As amostras foram
retiradas das placas, transportadas para microtubos e o conteudo de Oil Red O foi
avaliado por absorbéancia (520 nm) em leitor especifico (Bio-Tec Instruments Inc,
EUA). Para calculo da quantidade de ORO em cada amostra, foi utilizada uma curva
padréo (0,012 — 3,125 yM) do mesmo corante. Foram adicionadas beads metalicas
as amostras no interior dos microtubos visando a ruptura do tecido e sua completa
dissolucdo. O conteudo proteico das amostras de tecido foi avaliado pelo método de
BCA e utilizado para normalizagdo dos dados encontrados. Os resultados sao

expressos em pmol de ORO/ ug de proteina.

3.12. Analise Estatistica

Os dados obtidos em todos os ensaios realizados foram analisados
estatisticamente pelo teste de One Way Anova. O teste de Tukey foi utilizado na
analise de comparagbes pareadas. Os calculos foram realizados no programa
GraphPad Prism (versao 6.01 para Mac, GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagao da formulagao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn

As nanocapsulas  de nucleo lipidico (LNC)  apresentaram,
macroscopicamente, cor branca e aspecto turvo, com valores de pH, ligeiramente
acido, variando de 4,4 a 6,1 (dados nao apresentados, ADORNE 2015). A analise
das formulagdes por técnica de Espalhamento Dindmico de Luz demonstrou um
perfil de distribuigdo unimodal com didmetro médio de 117 + 4 nm (Figura 11) e
indice de polidispersao (PDI) de 0,1, indicando um intervalo estreito de distribuicao

de tamanho.
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Figura 11: Perfil de distribuicdo do diametro médio das nanocapsulas de nucleo lipidico LNC.
Distribuicdo do didmetro médio (relacdo entre a intensidade de luz espalhada e o tamanho) das
particulas (n = 3) por técnica de Espalhamento Dindmico de Luz em equipamento Zetasizer® Nano-
ZS (Malvern Instruments, RU). Uma solucao etandlica de 5 mL contendo 0,09 g de fosfatidilcolina de
soja foi preparada e adicionada a uma fase organica, composta por 0,1 g de PCL, 0,04g de
monoesterato de sorbitano, 0,120 g de triglicerideos dos acidos caprico e caprilico e 25 mL de
acetona. As fases foram mantidas sob agitagéo por 1 hora a 40 °C. Dados fornecidos pelo grupo da
Profa. Adriana Pohlmann (CAVALCANTE et al., em submissdo, ANEXO 9).

A formulagdo de nanocapsulas MN, por sua vez, contendo 7 mg/mL de
quitosana em solugdo de acido acético a 1%, apresentou um pH de 4,1 e um
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didmetro médio (Figura 12) de 130 £ 3 nm, com indice de polidispersao igual a 1. O
potencial zeta da formulagdo MN foi de 15,0 + 1,8 mV (dados nao apresentados,
ADORNE, 2015).
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Figura 12: Perfil de distribuicio do didmetro médio das nanocapsulas de nucleo lipidico
revestidas com quitosana (MN). Distribuicdo do didmetro médio (relagdo entre o volume e o
tamanho) das particulas (n = 3) por técnica de difracdo a laser em equipamento Mastersizer 2000
(Malverns Instruments, RU). As particulas foram preparadas a partir de uma solu¢do de 7 mg/mL de
quitosana em 1% de acido acético. Dados fornecidos pelo grupo da Profa. Adriana Pohlmann
(CAVALCANTE et al., em submissao).

A funcionalizagao da superficie das nanocapsulas MN com o scFv anti-LDL(-)
foi realizada a partir da sintese de um complexo organometalico com ions Zinco
(Zn**), a uma concentracdo de 25 ug/mL, formando as nanocapsulas MCMN-Zn.
Foram realizados estudos para a determinagao da concentragao ideal de scFv anti-
LDL(-) no sistema a fim de passivar a superficie das nanocapsulas (dados nao
apresentados, ADORNE 2015 e CAVALCANTE et al., em submissdo). A
concentragéo de scFv anti-LDL(-) eleita para compor a nanoformulagéo scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn foi de 300 ug/mL, com didmetro médio de 121 + 8 nm (Figura 13).
A quantificagdo do scFv anti-LDL(-) que nao se ligou as nanocapsulas MCMN-Zn
(presente no ultrafiltrado apds procedimento de ultrafiltragdo-centrifugagao) foi
inferior a 15% (dados n&o apresentados, ADORNE 2015 e CAVALCANTE et al., em

submissédo). Ao final, foi obtida uma nanoformulagédo altamente pura, em termos de
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estrutura supramolecular, que confere confiabilidade nos resultados obtidos na

avaliac&o do seu efeito biologico.
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Figura 13: Perfil de distribuicdo do diametro médio da formulag¢dao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn.
Distribuicdo do didmetro médio (relacdo entre a intensidade de luz espalhada e o tamanho) das
nanocapsulas funcionalizadas com 25 ug/mL de Zn* (A) e 300 ug/mL de scFv anti-LDL(-) (B) (n = 3)
por técnica de Espalhamento Dindmico de Luz em equipamento Zetasizer® Nano-ZS (Malvern
Instruments, RU). Dados fornecidos pelo grupo da Profa. Adriana Pohimann (CAVALCANTE et al.,

em submissao).

4.2 Estudos in vitro

4.2.1 Avaliacdo do efeito in vitro da formulacdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn em

macrofagos murinos primarios e macrofagos humanos primarios sobre a formacao

de células espumosas

A avaliagdo do efeito in vitro da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn em
macréfagos murinos primarios (Figura 14A) e macrofagos humanos (Figura 14B)
primarios sobre a captagdo de LDL(-) e a formagdo de células espumosas foi
iniciada por técnica de citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que apés 3
horas de estimulo simultaneo com 37,5 pg/mL de LDL(-) e 10* particulas/mL de
Nanocapsulas MCMN-Zn, as nanocapsulas sem o fragmento de anticorpo nao
alteraram a captagao de LDL(-) por macréfagos murinos e por macréfagos humanos
primarios. (p>0,05). O tratamento das células com 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-)
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diminuiu de forma significativa (p<0,01) a captagcdo dessas particulas apenas em
macrofagos murinos, em relagcdo ao controle tratado apenas com LDL(-). O
tratamento com 6,25 pyg/mL da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, por sua vez,
diminuiu de forma significativa esse processo em relagédo ao controle tratado apenas
com 37,5 pg/mL de LDL(-) tanto em macrofagos murinos (p<0,001) quanto em

macréfagos humanos (p<0,01) primarios.
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Figura 14: Avaliagao do efeito da formulagcdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a captagao de
LDL(-) em macréfagos murinos e humanos primarios por citometria de fluxo. A: macréfagos
murinos primarios; e B: macrofagos humanos primarios. 2,5 x 10° células por pogo foram tratadas por
3 horas com 37,5 pyg/mL de LDL(-), 37,5 pg/mL de LDL(-) e 10 particulas/mL de Nanocapsulas
MCMN-Zn, 37,5 pyg/mL de LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-) e 37,5 yg/mL de LDL(-) e 6,25
pg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. A LDL(-) foi marcada com o fluoréforo Dil(C4g) na proporgéo de
300 pg de Dil para cada 1 mg de LDL(-) durante 16 horas a 37 °C. Foi utilizado um grupo controle

sem qualquer estimulo. Representagdo grafica de dados provenientes de 4 experimentos

*kk

independentes realizados em duplicata. ** p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao controle de LDL(-).

A fim de confirmar os resultados obtidos pela técnica de citometria de fluxo, a
captagao de LDL(-) foi avaliada por microscopia confocal. Apds 3 horas de estimulo
com os mesmos grupos de tratamento, o resultado anterior foi satisfatoriamente
confirmado em ambas as espécies estudadas. Observou-se a diminuicdo da
captagdo de LDL(-) pelos macrofagos murinos (Figura 15) e pelos macréfagos
humanos (Figura 16) tratados com LDL(-) e scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn
simultaneamente em relagdo ao controle tratado apenas com LDL(-), comprovando o
efeito benéfico apresentado por essa formulagdo. Foi também visualizada uma
diminuicdo na quantidade de LDL(-), representada pela redugdo da coloragao
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vermelha no interior das células, em macréfagos murinos tratados com o scFv anti-
LDL(-) (Figura 15). As nanocapsulas MCMN-Zn nao conjugadas ao fragmento
também ndo modificaram a quantidade de LDL(-) marcada no interior das células

avaliadas, o que pode ser evidenciado nas imagens abaixo.

Controle

LDL(-) + MCMN-Zn

LDL(-) + scFv anti-LDL(-) LDL(-) + scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn

Figura 15: Avaliagao do efeito da formulagcdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a captagao de
LDL(-) em macréfagos murinos primarios por microscopia confocal. 2,5 x 10° células por pogo
foram tratadas por 3 horas com 37,5 pg/mL de LDL(-), 37,5 uyg/mL de LDL(-) e 10* particulas/mL de
Nanocapsulas MCMN-Zn, 37,5 pg/mL de LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-) e 37,5 pg/mL de
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LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. A LDL(-) foi marcada com o fluoréforo Dil(C+g) na
proporcao de 300 ug de Dil para cada 1 mg de LDL(-) durante 16 horas a 37 °C. O fluoréforo DAPI foi
utilizado para a coloragdo do nucleo dos macréfagos. Foi utilizado um grupo controle sem qualquer
estimulo. Foram executados 4 experimentos independentes, sendo as imagens provenientes de

apenas um deles. Imagens obtidas com lente objetiva com aumento de 63x.

Controle

LDL(-) + MCMN-Zn

LDL(-) + scFv anti-LDL(-) LDL(-) + scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn

Figura 16: Avaliagao do efeito da formulagcdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a captagao de
LDL(-) em macréfagos humanos primarios por microscopia confocal. 2,5 x 10° células por pogo
foram tratadas por 3 horas com 37,5 pg/mL de LDL(-), 37,5 pyg/mL de LDL(-) e 10* particulas/mL de
Nanocéapsulas MCMN-Zn, 37,5 pg/mL de LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-) e 37,5 pg/mL de
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LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. A LDL(-) foi marcada com o fluoréforo Dil(C4g) na
proporcao de 300 ug de Dil para cada 1 mg de LDL(-) durante 16 horas a 37 °C. O fluoréforo DAPI foi
utilizado para a coloragdo do nucleo dos macréfagos. Foi utilizado um grupo controle sem qualquer
estimulo. Foram executados 4 experimentos independentes, sendo as imagens provenientes de

apenas um deles. Foi utilizada uma lente objetiva com aumento de 63x.

4.2.2 Avaliacao da expressao génica e proteica de citocinas pro e antiinflamatoérias

Diante da importancia de diversas citocinas pro-inflamatorias e antiinflamatérias
no processo aterogénico, foi analisada a expressao génica de IL-1(3, IL-6, IL-10,
MCP-1 e TNFa por macréfagos murinos e humanos primarios. O tratamento com 10*
particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn nao alterou a expresséo génica (Figura
17) de quaisquer das citocinas avaliadas em ambas as espécies de macrofagos
(p>0,05). Esse resultado ja era esperado, uma vez que as nanocapsulas sem o
fragmento de anticorpo n&do devem reconhecer a lipoproteina e, assim, alterar o seu
efeito. Ja os tratamentos 6,25 pyg/mL de scFv anti-LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn diminuiram de forma significativa a expressao génica de IL-1(3
tanto em macrofagos murinos (Figura 17A) quanto em macréfagos humanos
primarios (Figura 17B), em relagdo ao controle estimulado apenas com LDL(-).
Nesses ultimos, ambos os tratamento também reduziram a expressdo de mRNA do
MCP-1 (Figura 17C), em relagéo a LDL(-).
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Figura 17: Efeitos da formulag¢do scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a expressao génica de lI1b
em macrofagos murinos e de IL1B e MCP1 em macrofagos humanos primarios. Expressao
génica de lI1b (A) em macrofagos murinos primarios e expresséo génica de /IL1B (B) e de MCP1 (C)
em macrofagos humanos primarios. 10° macrdéfagos por pogo foram cultivados com 37,5 ug/mL de
LDL(-), 37,5 pg/mL de LDL(-) e10* particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn, 37,5 pg/mL de LDL(-) e
6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-) ou 37,5 pg/mL de LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn
por 24 horas. A analise dos dados resultantes das PCRs em tempo real foi realizada utilizando o
método Delta-Delta Ct (AACt). Representagédo grafica de dados provenientes de 4 experimentos

independentes realizados em duplicata. *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 em relagdo a LDL(-).

Uma vez observada essa redugdo na expressdo génica de IL-13 por
macroéfagos tratados tanto com scFv anti-LDL(-) quanto com a nanoformulagéao scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn, a expresséo proteica dessa citocina foi avaliada pela técnica
de citometria de fluxo (Figura 18). Em macréfagos murinos (Figura 18A), apenas o
tratamento com a nanoformulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn (p<0,001) diminuiu de
forma significativa a expressao de IL-13 em relacdo ao estimulo inflamatério da
LDL(-). Ambos os tratamentos com scFv anti-LDL(-) (p<0,01) e scFv anti-LDL(-)-
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MCMN-Zn (p<0,001) diminuiram significativamente a expressédo de IL-1B em
macréfagos humanos primarios (Figura 18B).

Essas observagdes indicam que os potenciais efeitos ateroprotetores do scFv
anti-LDL(-) sejam melhor visualizados quando este encontra-se conjugado as
nanocapsulas, uma vez que essa ligacado fornece uma maior estabilidade a estrutura
do fragmento de anticorpo e facilita o reconhecimento da LDL(-) pela disposi¢ao do
scFv nessas particulas.
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Figura 18: Efeitos da formulagao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a expresséao proteica de IL-
18 em macréfagos murinos e humanos primarios. 10° macréfagos murinos (A) e humanos (B)
primarios por pogo foram cultivados com 37,5 pg/mL de LDL(-) ou LDL nativa, 37,5 pyg/mL de LDL(-)
e10* particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn, 37,5 pg/mL de LDL(-) e 6,25 pyg/mL de scFv anti-
LDL(-) ou 37,5 pg/mL de LDL(-) e 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por 48 horas.
Representacdo grafica de dados provenientes de 4 experimentos independentes realizados em

duplicata. ** p<0,01 e *** p<0,001 em relagéo a LDL(-).

4.2.3 Avaliacdo do mecanismo de internalizacdo da formulacdo scFv anti-LDL(-)-

MCMN-Zn por macréfagos murinos primarios € macrofagos humanos primarios

Durante a execugdo dos ensaios de captagcao de LDL(-) por microscopia
confocal, foi observada a internalizagéo da formulagcéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn
por macréfagos murinos e humanos primarios em teste realizado com a formulagao
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas estdo marcadas com o
fluoréforo Rodamina B. Foi, entdo realizada a avaliagdo da internalizagcdo de scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn por macréfagos primarios, apés 3 horas de estimulo (Figura
19).
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Macrofagos murinos primarios (Figura 19A) internalizaram as nanocapsulas
conjugadas ao scFv [formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn], na concentragao de
6,25 pug/mL, de forma significativa em relagdo a internalizagdo de nanocapsulas
isoladas (MCMN-Zn) na concentracdo de 10 particulas/mL (p<0,001). Resultados
semelhantes foram encontrados na avaliagéo da internalizagéo de scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn por macréfagos humanos primarios (Figura 19B). As células tratadas com
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn,

demonstraram um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia emitida em

na mesma concentracdo descrita anteriormente,

relagdo ao ao controle tratado apenas com nanocapsulas MCMN-Zn (p<0,001).
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Figura 19: Avaliacdo da internalizagdo da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por
macrofagos murinos e humanos primarios por citometria de fluxo. A: macréfagos murinos
primarios; e B: macréfagos humanos primarios. 2,5 x 10° células por pogo foram tratadas por 3 horas
com 10* particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn ou 6,25 pug/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn,
nas quais as nanocapsulas foram marcadas com Rodamina B. Foi utilizado um grupo controle sem
qualquer estimulo (n&o apresentado nos graficos). Representagao grafica de dados provenientes de 4
experimentos independentes realizados em duplicata. *** p<0,001 em relagdo as nanocapsulas

MCMN-Zn.
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Os ensaios utilizando a técnica de microscopia confocal comprovaram a
internalizagao da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn observada por analise dos
dados de citometria de fluxo. Ambos os macrofagos murinos (Figura 20) e humanos
(Figura 21) primarios captaram as particulas conjugadas ao fragmento de anticorpo.
A marcacao das nanocapsulas com Rodamina B possibilitou essa observagdo. As
nanocapsulas MCMN-Zn marcadas com Rodamina B e ndo conjugadas ao scFv nao

foram internalizadas.

Controle MCMN-Zn

10 pm

scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn

Figura 20: Avaliacdo da internalizagdo da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por
macrofagos murinos primarios por microscopia confocal. 2,5 x 10° células por pogo foram
tratadas por 3 horas com 10* particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn marcadas com Rodamina B,
ou 6,25 pyg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas foram marcadas com
Rodamina B. O fluoréforo DAPI foi utilizado para a coloragdo do nucleo dos macréfagos. Foi utilizado
um grupo controle sem qualquer estimulo. Foram executados 4 experimentos independentes, sendo
as imagens provenientes de apenas um deles. Imagens obtidas com lente objetiva com aumento de
63x.
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Controle MCMN-Zn
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Figura 21: Avaliagcdo da internalizagdo da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por
macrofagos humanos primarios por microscopia confocal. 2,5 x 10° células por pogo foram
tratadas por 3 horas com 10* particulas/mL de Nanocapsulas MCMN-Zn marcadas com Rodamina B,
ou 6,25 pg/mL de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas foram marcadas com
Rodamina B. O fluoréforo DAPI foi utilizado para a coloragdo do nucleo dos macréfagos. Foi utilizado
um grupo controle sem qualquer estimulo. Foram executados 4 experimentos independentes, sendo
as imagens provenientes de apenas um deles. Imagens obtidas com lente objetiva com aumento de
63x.

O processo de internalizagdo da formulagcdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn foi
ainda confirmado por microscopia hiperespectral e de fluorescéncia em sistema
CytoViva®. As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia, que monitoraram a
emissao vermelha do fluoréforo Rodamina B, mostraram claramente a presenca das
nanocapsulas no interior de macréfagos murinos (Figura 22A) e humanos (Figura
22B) primarios.
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Figura 22: Avaliagdo da internalizagdo da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por

macrofagos primarios por microscopia hiperespectral e de fluorescéncia em sistema



116

CytoViva®. Macréfagos murinos (A) e humanos (B) foram monitorados por fluorescéncia (emisséo
em vermelho) e microscopia de campo escuro de alta resolucéo e eficiéncia CytoViva® (CytoViva Inc,
EUA). 4 x 10° células por pogo foram tratados 3 horas com 6,25 ug/ml da formulag¢édo scFv anti-LDL(-
)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas foram marcadas com Rodamina B. As imagens obtidas com

objetiva de 100x.

As imagens obtidas por microscopia de campo escuro em CytoViva®
demonstraram a presenga de um grande numero de estruturas amareladas
brilhantes no citoplasma dessas células, correspondendo as nanocapsulas da
formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. O espectro de absorgao exibido por essas
nanoparticulas (Figura 23A) foi identificado e registrado no modo hiperespectral do
microscopio, correspondendo a 600 nm e sendo identificado no interior das espécies
de macrofago avaliadas (Figura 23B e Figura 23C).
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Figura 23: Espectro da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn no interior de macréfagos
primarios. Espectros da formulagdo scFv ant-LDL(-)-MCMN-Zn de forma isolada (A) e no interior de
macrofagos murinos (B) e humanos (C). 4 x 10° células por pogo foram tratados 3 horas com 6,25
ug/ml da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas foram marcadas com
Rodamina B. Todos os espectros foram adquiridos em microscépio hiperespectral CytoViva®
(CytoViva Inc, EUA).
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A fim de entender o mecanismo envolvido na internalizagdo da formulagao
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, foi proposto o tratamento das células com substancias
especificas que atuam inibindo o processo de endocitose. Os inibidores foram
selecionados de modo a abranger diferentes vias endociticas (seja por fagocitose,
macropinocitose, endocitose dependente de clatrina etc) e, assim, o englobamento
de particulas maiores ou menores.

Em macrofagos murinos primarios (Figura 24A), foi observada uma maior
diminuigdo no processo de internalizagéo de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn em células
tratadas com o inibidor de macropinocitose EIPA (50 pM) (p<0,001). Além disso,
houve reducgao significativa da internalizagdo da formulagao por macréfagos tratados
com: o inibidor de fagocitose (inibigdo da polimerizagao de filamentos de actina)
Citocalasina D (40 uM) (p<0,01) e o inibidor do transporte intracelular de proteinas
Brefeldina A (1 uM) (p<0,05) em relagéo ao controle tratado apenas com scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn e sem a agao de qualquer inibidor do processo de endocitose. Em
macréfagos humanos primarios (Figura 24B), observou-se a diminuigao significativa
da internalizacdo de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn apds 1 hora de tratamento com o
inibidor de endocitose Cloroquina (50 pM) (p<0,001), o inibidor de fagocitose
Citocalasina D (p<0,01), o inibidor de macropinocitose EIPA (p<0,001) e o inibidor de
endocitose dependente de dinamina Dynasore (80 uM) (p<0,01) em relagdo ao
controle de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn.
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Figura 24: Investigacido do mecanismo de internalizagdao da formulagdo scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn por macréfagos primarios por citometria de fluxo. A: macréfagos murinos primarios; e

B: macréfagos humanos primarios. 2,5 x 10° células por poco foram tratadas por 1 hora com os
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devidos inibidores e por 3 horas com 6,25 yg/mL da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual
as nanocapsulas foram marcadas com Rodamina B. Foram utilizados um grupo controle sem
qualquer estimulo e um grupo de nanocapsulas MCMN-Zn, mas ndo representados nessa figura.
Representacao grafica de dados provenientes de 4 experimentos independentes realizados em

duplicata. *p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 em relagéo a formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn.

Os ensaios por microscopia confocal possibilitaram a confirmacao visual dos
resultados descritos acima, em macréfagos murinos (Figura 25) e humanos (Figura

26) primarios.
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Figura 25: Investigacido do mecanismo de internalizagdao da formulagdo scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn por macréfagos murinos primarios por microscopia confocal. 2,5 x 10° células por
poco foram tratadas por 1 hora com os devidos inibidores e por 3 horas com 6,25 ug/mL da
formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas foram marcadas com Rodamina B.
O fluoréforo DAPI foi utilizado para a coloragédo do nucleo dos macréfagos e o fluoréforo Cell Tracker
Green, para a marcagédo do citoplasma das células. Foi utilizado um grupo controle sem qualquer
estimulo. Foram executados 4 experimentos independentes, sendo as imagens provenientes de

apenas um deles. Imagens obtidas com lente objetiva com aumento de 63x.
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Figura 26: Investigacdo do mecanismo de internalizagcdo da formulagdo scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn por macréfagos humanos primarios por microscopia confocal. 2,5 x 10° células por
poco foram tratadas por 1 hora com os devidos inibidores e por 3 horas com 6,25 ug/mL da
formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na qual as nanocapsulas foram marcadas com Rodamina B.
O fluoréforo DAPI foi utilizado para a coloragédo do nucleo dos macréfagos e o fluoréforo Cell Tracker
Green, para a marcagédo do citoplasma das células. Foi utilizado um grupo controle sem qualquer
estimulo. Foram executados 4 experimentos independentes, sendo as imagens provenientes de

apenas um deles. Imagens obtidas com lente objetiva com aumento de 63x.
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4.3 Estudos in vivo

4.3.1 Avaliacdo do efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 Ldlr"™ com a

formulacao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a interacao leucécito-endotélio e sobre

a permeabilidade vascular por técnica de microscopia intravital

Em relacdo a interagdo leucocito-endotélio, a qual € determinada pelo
deslizamento de leucdcitos circulantes e sua subsequente adesdo ao endotélio
vascular (UCHIYAMA et al., 2014), foi observado que os tratamentos com 5 x 10°
particulas/Kg de Nanocapsulas MCMN-Zn ou 5 mg/Kg da formulagdo scFv anti-
LDL(-)-MCMN-Zn nao alteraram o numero de leucdcitos em rolamento (p>0,05) em
relagdo ao grupo tratado com Salina em quaisquer dos tempos avaliados, tanto nos
animais que receberam dieta padrdao (Figura 27A), quanto nos animais que
receberam dieta HC (Figura 27B). Os tratamentos também ndo promoveram
qualquer alteracdo em relacdo a adesado de leucocitos nos tempos testados em
ambas as dietas ofertadas (Figura 28). Cabe ainda ressaltar que a formulagao scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn foi o unico tratamento que ndo promoveu a adesao
leucocitaria nos tempos 0, 10 e 30 minutos apds a administragao do tratamento em
camundongos que receberam dieta HC. Apenas no tempo de 60 minutos, foi
observada a adesao de 2 leucdcitos nas condigdes descritas (Figura 28B). Quanto a
migracao de leucdcitos (dados nao apresentados), nos animais alimentados com
dieta padrédo, foram visualizados apenas 2 leucdcitos migrados (p>0,05) em 2
animais do grupo Salina, assim como do grupo Nanocapsulas MCMN-Zn, além da
migracéo de 3 leucdcitos em um animal tratado com a formulagéo scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn. Também foram visualizados leucdcitos migrados nos camundongos
alimentados com dieta HC (p>0,05): 2 leucécitos em um animal do grupo Salina e 1
leucocito em um animal do grupo Nanocapsulas MCMN-Zn. A administragdo dos
tratamentos pela via intravenosa n&o induziu hemolise, a formagéo de trombos ou de

areas hemorragicas na microcirculagao.
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Figura 27: Avaliagdo da interagdo leucoécito-endotélio em camundongos por microscopia
intravital: leucécitos em rolamento. Camundongos C57BL/6J Ldir" machos, com 12 semanas de
idade foram divididos em 6 grupos (n=6) e alimentados com dieta padréo (A) do biotério ou com dieta
hipercolesterolémica (B) durante 8 semanas em protocolo de les&o inicial. Apés decorrido o tempo de
dieta, os animais receberam via intravenosa solugdes contendo Salina 0,9%, 5 x 10° particulas/Kg de
Nanocapsulas MCMN-Zn ou 5 mg/Kg da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Foram avaliados os
pardmetros de numero de leucécitos em comportamento de “rolling” ou rolamento, nimero de
leucécitos aderidos, leucécitos migrados, formagao de trombos e de areas hemorragicas, além da
avaliagdo da velocidade do fluxo sanguineo. Representagcdo grafica, na qual os dados estédo

apresentados como média + DP (n = 4).
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Figura 28: Avaliagdo da interagdo leucoécito-endotélio em camundongos por microscopia
intravital: leucoécitos aderidos. Camundongos C57BL/6J Ldlr'/'machos, com 12 semanas de idade
foram divididos em 6 grupos (n=6) e alimentados com dieta padréo (A) do biotério ou com dieta
hipercolesterolémica (B) durante 8 semanas em protocolo de les&o inicial. Apés decorrido o tempo de
dieta, os animais receberam via intravenosa solugdes contendo Salina 0,9%, 5 x 10° particulas/Kg de
Nanocapsulas MCMN-Zn ou 5 mg/Kg da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Foram avaliados os
pardmetros de numero de leucécitos em comportamento de “rolling” ou rolamento, nimero de
leucécitos aderidos, leucécitos migrados, formagdo de trombos e de areas hemorragicas, além da
avaliagdo da velocidade do fluxo sanguineo. Representagcdo grafica, na qual os dados estédo

apresentados como média + DP (n = 4).
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Na avaliagédo do efeito da formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a
permeabilidade vascular (Figura 29) de camundongos C57BL/6J Ldlr", nao foram
observadas diferengas significativas em relagdo ao grupo controle tratado apenas
com Salina, tanto no grupo que recebeu dieta padrdo quando no grupo alimentado
com dieta HC. As imagens em campo escuro (Figura 30), demonstraram que nao
houve qualquer extravasamento da albumina conjugada com FITC injetada nos

animais de todos os grupos avaliados.

Permeabilidade vascular

S 50+
(3]
® B
.S 40-
0 =
03 T T
o= -T-
u—’_ £ 30+
<
g »
[ % 20-
T ©
53
-
g2 10
(]
T
- 0= T T T
© C C © C C
£ N N £ N N
@ Z Z @ pd p
@ S S * S =
O O O O
= = = =
t t
Q =)
. -
= €
© ©
> >
L L
(&) (&)
[72] 2]
Dieta Padrao Dieta HC

Figura 29: Avaliagdo da permeabilidade vascular por microscopia intravital: calculo da
mudang¢a de intensidade éptica. Camundongos C57BL/6J Ldlr" machos, com 12 semanas de idade
foram divididos em 6 grupos e alimentados com dieta padrdo do biotério ou dieta hipercolesterolémica
durante 8 semanas em protocolo de lesao inicial. Apds decorrido o tempo de dieta, os animais
receberam via intravenosa solugdes contendo Salina 0,9%, 5 x 10° particulas/Kg de Nanocéapsulas
MCMN-Zn ou 5 mg/Kg da formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Representagao grafica, na qual os

dados estéo apresentados como média + DP (n = 6). HC: hipercolesterolémica.
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Figura 30: Avaliacdo da permeabilidade vascular por microscopia intravital: imagens em
campo escuro. Camundongos C57BL/6J Ldlr” machos, com 12 semanas de idade foram divididos
em 6 grupos (n=6) e alimentados com dieta padrdo do biotério ou dieta hipercolesterolémica durante
8 semanas em protocolo de les&o inicial. Apos decorrido o tempo de dieta, os animais receberam via
intravenosa solugbes contendo Salina 0,9%, 5 x 10° particulas/Kg de Nanocapsulas MCMN-Zn ou 5
mg/Kg da formulagédo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Imagens representativas de campo escuro, apos

administragdo de Albumina marcada com FITC, de um animal de cada grupo avaliado. Foi utilizada
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uma objetiva de 40x de imersdo em agua. A: Grupo Salina com dieta padrédo; B: Grupo MCMN-Zn
com dieta padréo; C: Grupo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn com dieta padréo; D: Grupo Salina com dieta
HC; E: Grupo MCMN-Zn com dieta HC; F: Grupo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn com dieta HC. A barra

branca corresponde a medida de 50 mm.

Os valores encontrados para o numero absoluto de leucdcitos € o numero
relativo de neutrofilos, linfocitos, mondcitos e eosinodfilos estavam dentro da faixa de
normalidade para a espécie (PAIVA, 2013) e para a linhagem (FIGUEIREDO, 2006)
utilizada, tendo sido semelhante em todos os grupos experimentais (Tabela 4).
Como era esperado, diante dos resultados anteriores nos quais ndo houve
promogdo da adesdo dos lecucocitos ou da migragdo dessas células, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os valores de celularidade sanguinea dos
grupos tratados e dos grupos controles.

Tabela 4: Celularidade sanguinea, apds uma hora, de animais tratados com Salina,
nanocapsulas MCMN-Zn e formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por via

intravenosa, aos quais foi ofertada dieta padréo e dieta hipercolesterolémica.

DIETA PADRAO DIETA HIPERCOLESTEROLEMICA

Salina MCMN- scFv anti- Salina MCMN-Zn scFv anti-
Zn LDL(-)- LDL(-)-MCMN-
MCMN-Zn Zn
Leucoécitos 4,05+0,21 465+046 4,4 +0,36 48 + 0,62 45+ 0,35 46 + 0,54
totais

Neutroéfilos 30,7 + 11 32,7+6,45 30,75+10,9 39,5+ 1,65 355+753 37,2+3,3
Linféocitos 59+ 7,7 585+51 60+7,1 56,25+1,47 595+593 57+494
Monécitos 7,5+ 2,69 7,75+238 4+1,58 4+1,22 525+147 55+05
Eosinodflos 0,5+0,5 1,25+0,89 1,25+043 1,25+0,82 1,25+043 1,25+0,82

Leucdcitos totais: 106/mm3; Neutrofilos: %; Linfécitos: %; Mondcitos: %; Eosindfilos: %

estéo representados como média + DP (n = 6); p>0,05.

. Os dados
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As amostras de urina dos animais tratados apresentaram resultados
semelhantes (Tabela 5), para os parametros avaliados, as amostras dos animais
controle, que receberam apenas Salina. Esses resultados foram evidenciados em
ambos os grupos: dieta padrdo e dieta HC. Nao foi observada presenga de sangue
ou eritrocitos na urina dos animais, sugerindo que os tratamentos ndo ocasionaram
hemdlise intravascular. A auséncia de tracos de proteina na urina dos animais indica
ainda que nao houve qualquer dano glomerular significativo 1 horas apds a
administragdo de nanocapsulas MCMN-Zn ou da formulagdo scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn. Foram observados niveis elevados de glicose (acima de 1000 mg/dL) na
urina de todos os animais avaliados, o que pode estar relacionado a utilizacdo do
anestésico Cloridrato de Cetamina neste ensaio e as doses de manutencdo do
mesmo que foram administradas durante os 60 minutos de avaliagao.

Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativas entre os grupos
que receberam dieta padrdo e o0s grupos aos quais foi ofertada a dieta
hipercolesterolémica em qualquer das avaliagdes realizadas nos ensaios de
microscopia intravital.

Os dados aqui descritos e avaliados demonstraram que a formulagdo scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn, na dose de 5 mg/Kg, ndo causa qualquer alteragdo na
interacdo leucdcito-endotélio e na permeabilidade vascular de camundongos
C57BL/6J Ldir", ndo exercendo, portanto, toxicidade na microcirculacdo desses
animais. Os resultados reforgam a utilizagdo segura da nanoformulagao, por
administragdo intravenosa, em estudos de avaliagdo do seu efeito in vivo em
camundongos a fim de comprovar seu uso como uma possivel ferramenta

terapéutica no contexto da aterosclerose.
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Tabela 5: Parametros bioquimicos da urina de animais tratados com Salina,

nanocapsulas MCMN-Zn e formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn por

via

intravenosa, aos quais foi ofertada dieta padrao e dieta hipercolesterolémica.

Salina

Sangue Negativo
Urobilinogénio Normal
Bilirrubina Negativo
Proteinas Negativo
Nitrito Negativo
Cetonas Negativo
Glicose = 1000
pH 5
Densidade 1.030
Leucdcitos Negativo

Sangue (eritrocitos/pL),

DIETA PADRAO

MCMN- scFv anti-
Zn LDL(-)-
MCMN-Zn
Negativo Negativo
Normal Normal
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
Negativo Negativo
> 1000 > 1000
55+0,5 5505
1.030 1.030
Negativo Negativo
Proteinas (mg/dL), Cetona

DIETA

HIPERCOLESTEROLEMICA

Salina

Negativo
Normal
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
2 1000

5

1.030

Negativo

(mg/dL),

MCMN-
Zn

Negativo
Normal
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
2 1000

5

1.030

Negativo

Glicose (mg/dL),

(leucécitos/pL). Os dados estao representados como média + DP (n = 6); p>0,05.

scFv anti-
LDL(-)-
MCMN-Zn

Negativo
Normal
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
2 1000

5

1.030

Negativo

Leucécitos
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4.3.2 Avaliacdo do efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 Ldlr"™ com a

formulacao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn sobre a area da lesdo aterosclerética

4.3.2.1 Tomografia por Emissdo de Positrons associada a Tomografia
Computadorizada

Para avaliagdo do efeito do tratamento de camundongos C57BL/6 Ldlr” com
a formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, o peso corpdéreo dos animais (Tabela 6) e
o consumo de ragao (Tabela 7) foram acompanhados semanalmente durante todo o
experimento. Apenas os animais do grupo Controle com dieta padrédo (CC)
apresentaram ganho de peso ao longo das 9 semanas de protocolo. Nao foram
observadas diferengas estatisticas significativas em relacdo a esse parédmetro
(p>0,05). Quanto ao consumo de ragéo, o grupo CC demonstrou um maior consumo
em relagdo a todos os outros grupos. Essa observagao pode ser justificada diante do
fato de que o grupo CC foi o unico a receber a dieta padrdo do biotério, a qual os
animais estavam previamente adaptados. Nao foram observadas diferencas
estatisticas significativas quanto ao consumo de rag&o entre os grupos alimentados

com a dieta hipercolesterolémica (p>0,05).

Tabela 6: Controle de peso médio dos camundongos submetidos ao protocolo de
lesao inicial ao inicio e ao fim das 9 semanas, divididos por grupo de tratamento.

Grupo Peso médio inicial Peso médio final
cC 23,24 + 3,19 27,30 £ 3,16
CHC 26,44 + 1,29 26,40 + 1,51
PBS 27,31+ 1,68 25,14 £ 2,31
MCMN-Zn 26,75 + 1,40 25,67 + 1,44
scFv anti-LDL(-) 27,23 £ 2,02 23,36 + 1,64
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn 25,97 £ 1,61 25,37 £ 1,10

CC: Controle com dieta padrao; CHC: Controle com dieta hipercolesterolémica. Os dados estéo

representados como média + DP (n = 10); p>0,05.
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Tabela 7: Controle do consumo médio semanal de ragdo pelos camundongos

submetidos ao protocolo de lesdo inicial durante 9 semanas, divididos por grupos de

tratamento.
Grupo Consumo médio semanal de racéo (por
animal)

CcC 22,98 £ 0,20

CHC 21,39+2,43"*
PBS 21,15+ 2,35 **
MCMN-Zn 20,23 £ 1,04 **
scFv anti-LDL(-) 18,33 £ 0,40 **
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn 19,47 + 0,96 **

CC: Controle com dieta padrao; CHC: Controle com dieta hipercolesterolémica. Os dados estéo
representados como média + DP (n = 10); *p<0,05 em relagdo ao Controle com dieta padrdo (CC);

**p<0,01 em relagdo ao Controle com dieta padréo (CC).

Uma analise preliminar das imagens referentes aos controles CC e CHC
(Figura 31 e Figura 32) demonstrou valores de SUV compativeis com o esperado
para o modelo utilizado. O SUV é definido como a medida da atividade do
radiotragcador em uma regido topografica da imagem corporal ou o volume de
interesse normalizado pelo peso do animal e pela atividade do is6topo administrada
a ele, caracterizando a concentracdo relativa do radiotracador na lesao de interesse.
Nesse contexto, o SUV relativo a captacdo do '®F-FDG, calculado a partir de
imagens de PET, na regido do coragdo e da aorta de um camundongo do grupo
Controle com dieta padrao foi de 8,3 %, enquanto o SUV da mesma regido de um
camundongo do grupo Controle com dieta HC foi de 30,63%, demonstrando que a
técnica de PET/CT é suficientemente sensivel para avaliagcdo da area da lesao

aterosclerética no modelo de desenvolvimento de lesao inicial selecionado.
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Figura 31: Avaliagdo da area da lesao aterosclerética em modelo de desenvolvimento de lesdao
inicial em camundongos C57BL/6J Ldir" por técnica de PET/CT: reconstru¢do em 3D dos
grupos CC e CHC. (A,B) Reconstrucao em 3D das Imagens fusionadas PET/CT de camundongos
C57BL/6J Ldir" machos do grupo Controle com dieta padréo (CC), com 12 semanas de idade,
injetados com '8F-FDG e contraste iodado. SUV = 8,3% (regido do coragéo e da aorta). Em A, viséo
coronal e em B, visdo sagital. (C,D) Reconstrucdo em 3D das Imagens fusionadas PET/CT de
camundongos C57BL/6J Ldlr" machos do grupo Controle com dieta HC (CHC), com 12 semanas de
idade, injetados com '8F-FDG e contraste iodado. SUV = 30,63% (regido do coracéo e da aorta). Em

C, viséo coronal e em D, visdo sagital.

()

Figura 32: Avaliagdo da area da lesao aterosclerética em modelo de desenvolvimento de lesdo

inicial em camundongos C57BL/6J Ldir" por técnica de PET/CT: visdao do coragao e da aorta

dos grupos CC e CHC. (A) Imagens (visdo sagital) do coragdo e da aorta de camundongos
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C57BL/6J Ldir" machos do grupo Controle com dieta padrédo (CC), com 12 semanas de idade,
injetados com '8F-FDG e contraste iodado. SUV = 8,3% (regido do coragéo e da aorta). A1: Imagem
obtida por CT; A2: Imagem obtida por PET; A3: Fusédo de imagens PET + CT. (B) Imagens (visao
sagital) do coracgao e da aorta de camundongos C57BL/6J Ldlr" machos do grupo Controle com dieta
HC (CHC), com 12 semanas de idade, injetados com "8F_-FDG e contraste iodado. SUV = 30,63%
(regido do coragao e da aorta). B1: Imagem obtida por CT; B2: Imagem obtida por PET; B3: Fusédo de

imagens PET + CT.

A partir da validagdo do modelo selecionado, todos os grupos tratados foram
avaliados pela técnica de PET/CT a partir da medida da captacdo do '®F-FDG em
contador gama. Os dados brutos obtidos (Figura 33) indicaram que, aparentemente,
o actmulo de "®F-FDG no grupo CC é maior no coragao e no cérebro, enquanto em
todos os outros grupos esse acumulo € mais destacado no coragdo e na aorta,

sendo compativel com a condigao inflamatoria a qual esses animais estdo expostos.

Grupo CC B Grupo CHC c Grupo PBS
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Figura 33: Distribui¢cao do "®F.-FDG em modelo de desenvolvimento de lesdo aterosclerética
inicial em camundongos C57BL/6J Ldir". Representacao grafica da distribuicdo do 8F-FDG em
sangue, figado, baco, rins, pancreas, estbmago, intestinos, testiculos, pulmdes, coragéo, veia cava,
aorta, musculo, osso, cauda e cérebro. A: Grupo Controle com dieta padrdo (CC); B: Grupo Controle

com dieta hipercolesterolémica (CHC); C: Grupo Veiculo (PBS); D: Grupo Nanocapsulas MCMN-Zn;
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E: Grupo scFv anti-LDL(-); F: Grupo formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Os dados estédo

representados como meédia + DP (n = 10).

A andlise da captacdo do '®F-FDG no coracédo e na aorta dos animais foi
normalizada em relacdo a dose do radiois6topo presente no sangue, de modo a
excluir o "®F-FDG presente na circulacdo e que ainda ndo atingiu seus alvos. Os
dados obtidos na relagdo Coragdao/Sangue ndao demonstraram qualquer diferenga
significativa entre todos os grupos avaliados, apresentando variagbes relevantes
dessas medidas dentro de um mesmo grupo (Figura 34A). A avaliagdo da captagao
do "®F-FDG na aorta em relacdo ao sangue (Figura 34B), por sua vez, demonstrou
um aumento significativo desse parametro no grupo Controle alimentado com dieta
HC (p<0,05) em relagdo do grupo Controle que ingeriu dieta padrao, um aumento
significativo da captagdo do radiotragador nos animais tratados apenas com o
veiculo PBS (p<0,01) em relagdo ao mesmo controle, e ainda uma redugao
significativa desse mesmo parametro nos animais tratados com a formulagdo scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn (p<0,01) em relagao ao grupo PBS.

Relagao Coragao/Sangue
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Figura 34: Captagdo do "°F-FDG no coragdo e na aorta em relagdo ao sangue em modelo de

desenvolvimento de lesdo aterosclerética inicial em camundongos C57BL/6J Ldir". Relagéo
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coragao/sangue (A) e aorta/sangue (B) da captagéo do "8F-FDG em camundongos. Representagéo
grafica dos grupos Controle com dieta padréo (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC),
Veiculo (PBS), Nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-) e formulacao scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn.
Os dados estédo representados como meédia + DP (n = 10); *p<0,01 e **p<0,001 em relagdo ao

controle alimentado com dieta padréo (CC); ##p<0,01 em relagdo ao grupo PBS.

De forma a melhor visualizar o efeito dos tratamentos utilizados, realizou-se o
calculo das medidas de SUV (%ID/cm?®) na regido do coracéo e da aorta a partir das
imagens obtidas com PET, dando énfase ao arco aortico, regido previamente
descrita na Figura 10, (local preferencial de desenvolvimento da lesao
aterosclerdtica) e ndo ao 6rgdo ou a artéria como um todo. Essa nova analise
(Figura 35) demonstrou a diminuigdo da captagdo do '®F-FDG no arco adrtico de
animais tratados tanto com o scFv anti-LDL(-) (p<0,01) quanto com a formulagao
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn (p<0,001) em relagao ao grupo PBS, tendo essa ultima
reduzido a captagdo com uma magnitude de aproximadamente 50%. Foi possivel
observar ainda que o tratamento com as nanocapsulas MCMN-Zn ndo demonstra
diferencas (p>0,05) na captacdo do '®F-FDG no coracdo, na aorta ou ho arco
aortico, em relagdo ao grupo tratado apenas com PBS, comprovando que o efeito
benéfico das nanoparticulas sé é observado quando o scFv anti-LDL(-) esta

conjugado as mesmas.
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Figura 35: Captacao do "®F-FDG no arco aértico de camundongos C57BL/6J Ldir"” em modelo
de lesao aterosclerética inicial. O arco adrtico dos animais foi selecionado, seus volumes foram
calculados e relacionados a captagao do "®F-FDG neste local. O SUV no arco aértico foi calculado em
porcentagem da dose injetada por centimetro cubico (cm3). Representacdo grafica dos grupos
Controle com dieta padrédo (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC), Veiculo (PBS),
Nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-) e formulag&o scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. Os dados estédo
representados como média + DP (n = 10); *p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao controle alimentado

com dieta padrao (CC); ##p<0,05 e ###p<0,001 em relagéo ao grupo PBS.

Os dados apresentados acima podem ser visualizados, de forma
representativa, nas imagens obtidas por PET/CT (Figura 36, Figura 37 e Figura 38).
Para um melhor entendimento das imagens, € importante salientar que as diferentes
coloragdes observadas indicam a intensidade de captacdo do radiotragador. Em
ordem decrescente de intensidade de captagado, estdo: vermelho, laranja, amarelo,
verde e azul. Vale ressaltar que as imagens provenientes de diferentes orientagdes
anatédmicas podem apresentar intensidades de captacgao diferentes.
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Além da maior captacdo do '®F-FDG na regido do coragdo e da aorta dos
animais do grupo Controle alimentados com dieta HC, correspondente a coloragao
vermelha mais intensa nesta regido (Figura 36), pode ser observada nas imagens
obtidas por PET/CT dos animais que receberam apenas o veiculo (PBS) uma maior
captacdo do radiotragador n&o sé no coragdo como também em toda a extens&o da
aorta (toracica e abdominal), em relagdo aos grupos tratados com scFv anti-LDL(-) e
com a formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, que pode ser visualizada em
diferentes visdes do corpo do animal (Figura 36 — visao sagital; Figura 37 — visao
coronal; e Figura 38 — visdo axial). A partir das imagens, € possivel observar um
perfil de captacdo do '®F-FDG semelhante entre os animais tratados com as
nanocapsulas MCMN-Zn e com o veiculo PBS.

CT PET Sobreposigao

Hipercolesterolémicos

Figura 36: Avaliagdo da area da lesao aterosclerética em modelo de desenvolvimento de lesdo
inicial em camundongos C57BL/6J Ldir" por técnica de PET/CT: visdo sagital completa.
Imagens (visdo sagital) dos camundongos C57BL/6J Ldlr" machos dos grupos: A: Controle com dieta
padréo (CC); B: Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC); C: Veiculo (PBS); D: Nanocapsulas
MCMN-Zn; E: scFv anti-LDL(-); e F: formulagdo scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn com 12 semanas de
idade, injetados com '"F-FDG e contraste iodado. Imagens obtidas por CT, por PET e fusdo de
imagens PET + CT.
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CT PET Sobreposigao

cc

PBS CHC

Hipercolesterolémicos
MCMN-Zn

scFv anti-LDL(-)

scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn

Figura 37: Avaliagdo da area da lesao aterosclerética em modelo de desenvolvimento de lesdo
inicial em camundongos C57BL/6J Ldir" por técnica de PET/CT: visdao coronal completa.

Imagens (visdo coronal) dos camundongos C57BL/6J LdlF" machos dos grupos Controle com dieta
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padrdo (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica (n&o-tratado), Veiculo (PBS), Nanocapsulas
MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-) e formulagdo scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn com 12 semanas de idade,
injetados com '®F-FDG e contraste iodado. Imagens obtidas por CT, por PET e fusdo de imagens

PET + CT.
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Figura 38: Avaliagdo da area da lesao aterosclerética em modelo de desenvolvimento de lesdo
inicial em camundongos C57BL/6J Ldir" por técnica de PET/CT: visdo axial completa. Imagens
(visdo axial) dos camundongos C57BL/6J Ldlr" machos dos grupos: A: Controle com dieta padréo
(CC); B: Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC); C: Veiculo (PBS); D: Nanocapsulas MCMN-
Zn; E: scFv anti-LDL(-); e F: formulagdo scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn com 12 semanas de idade,
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injetados com '"®F-FDG e contraste iodado. Imagens obtidas por CT, por PET e fusdo de imagens
PET + CT.

A celularidade sanguinea (Tabela 8) e os parametros bioquimicos da urina
(Tabela 9) foram avaliados em todos os grupos e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os valores e os perfis encontrados entre os grupos tratados e os
grupos controle. Os valores encontrados para o numero absoluto de leucécitos e o
numero relativo de neutrofilos, linfocitos, mondcitos e eosindfilos estavam dentro da
faixa de normalidade para a espécie (HEIDRICH, 2004; WEISS; WARDROP, 2010;
PAIVA, 2013) e para a linhagem (FIGUEIREDO, 2006) utilizada, tendo sido

semelhantes em todos os grupos experimentais.

Tabela 8: Celularidade sanguinea dos camundongos submetidos ao protocolo de
lesao inicial ao fim das 9 semanas, divididos por grupo de tratamento.

scFv anti-
scFv anti-
CcC CHC PBS MCMN-Zn LDL(-)-
LDL(-)
MCMN-Zn
Leucocitos 4,72+13,7 46+5,9 49+98 477+66 4,1+6,1 41+3,8
totais
Neutrofilos 27,7+41 226+6,7 213+16 23,639 20,7+50 19,7+5,1
Linféocitos 659+53 724+63 749+23 722+35 757+593 76,1+5,1
Monécitos 56+1,9 44 +1,6 3,1+1,1 35+122 28+1,1 3,6+0,7
Eosinoflos 0,9+0,4 0,6+0,5 0,7+1,1 0,7+1,2 0,8+1,0 0,5+0,8

Leucdcitos totais: 106/mm3; Neutrofilos: %; Linfécitos: %; Mondcitos: %; Eosindfilos: %. Os dados

estdo representados como meédia + DP (n = 10); p>0,05. CC: Controle com dieta padrdo; CHC:

Controle com dieta hipercolesterolémica.

N&o foi observada presencga de sangue na urina dos animais, sugerindo que 0s

tratamentos nao ocasionaram hemodlise intravascular.

Nao foi evidenciada a

presenca de cetonas, nitrito ou leucécitos em quaisquer dos animais avaliados. Foi

determinada a presenga de glicose em apenas 2 animais [100 mg/dL animal do
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grupo CC; e 500 mg/dL em animal do grupo scFv anti-LDL(-)] deste estudo, o que
pode estar relacionado a utilizacdo de uma dose mais elevada do anestésico
Cloridrato de Cetamina nesses animais (mesmo apos 15 minutos da administragéo
da mistura de anestésicos, os animais respondiam a estimulos de dor quando
proporcionados). A presenga de proteina (desde tragos até 500 mg/dL) na urina dos
animais deve ser investigada a fim de descartar possiveis danos glomerulares apos

8 semanas de tratamento.

Tabela 9: Parametros bioquimicos da urina dos camundongos submetidos ao

protocolo de lesao inicial ao fim das 9 semanas, divididos por grupo de tratamento.

scFv anti-
scFv anti-
CcC CHC PBS MCMN-Zn LDL(-)-
LDL(-)
MCMN-Zn
Sangue Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

Leucdcitos Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

) Tragos Tracos Tracos Tracos
Proteina Tragos Tracos
30 (2) 500 (1) 30 (1) 30 (1)
Nitrito Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Cetona Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Normal Normal
Glicose Normal Normal Normal Normal
100 (1) 500 (1)
pH 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

Sangue (eritrocitos/puL), Leucdcitos (leucdcitos/pL), Proteina (mg/dL), Cetona (mg/dL), Glicose
(mg/dL), Os dados estdo representados como: [resultado da maioria dos animais; resultado da
minoria (nimero de animais com esse resultado)]; (n = 10); p>0,05. CC: Controle com dieta padréo;

CHC: Controle com dieta hipercolesterolémica.
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4.3.2.2 Analise morfométrica das lesées aterosclerdticas no arco aodrtico

A fim de confirmar os resultados obtidos pela técnica de PET/CT, o coragao
dos animais foi submetido a analise histolégica, de forma a quantificar a area da
lesdo aterosclerdtica no arco adrtico por analise morfométrica (padrdo ouro atual
para obtengdo dessa medida). Os dados obtidos (Figura 39A) demonstraram
resultados muito semelhantes aos encontrados na andlise da captacdo do '®F-FDG
por PET/CT (Figura 39B, grafico ja demonstrado anteriormente na Figura 35 e
repetido aqui apenas com objetivo de facilitar a comparagao). Os animais tratados
com o scFv anti-LDL(-) e com a formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn
demonstraram redugao significativa da area da lesao aterosclerética (p<0,01 e
p<0,001, respectivamente) em relagdo aos animais tratados apenas com o veiculo

PBS, comprovando o efeito ateroprotetor de ambos os tratamentos.
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Figura 39: Comparagao entre a analise morfométrica da area da lesdao aterosclerética (x 10*
pmz) e o SUV do "F-FDG (%Ichms) no arco aortico de camundongos C57BL/6J Ldir"em
modelo de lesdo inicial. Representacdo grafica (n = 5) dos grupos Controle com dieta padrédo (CC),
Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC), Veiculo (PBS), Nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anti-
LDL(-) e formulacdo scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. A: Andlise morfométrica e B: Medida do SUV. Os

cortes foram analisados por microscopio 6ptico Nikon acoplado a uma cémera; a captura da imagem
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foi feita utilizando-se um computador e o programa NIS-Elements AR(tm) versao 3.10 (Nikon, EUA).
Foi utilizado o programa analisador de imagens Image J (versdo para Mac, NIH, EUA) para a
obtencdo das medidas. ); *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 em relagcdo ao controle alimentado com
dieta padréo (CC); ##p<0,01 e ###p<0,001 em relagédo ao grupo PBS.

4.3.2.3 Quantificagdo do conteudo de colageno no arco aortico

A fim de obter uma medida auxiliar a determinacdo da area da leséo
aterosclerotica, foi realizada a quantificagdo do conteudo de colageno na regiao do
arco aértico. Essa medida pode ser relacionada a presenca de lesdo aterosclerética
no local e a estabilidade da placa de ateroma ja pré-estabelecida. No contexto do
nosso estudo, esse parametro serviu de suporte para comprovar o efeito benéfico da
formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn na redugdo do desenvolvimento e da
progressao da lesao aterosclerética (Figura 40).
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Figura 40: Quantificagdo do contetudo de colageno no arco adrtico de camundongos C57BL/6J
LdIr" em modelo de lesio aterosclerética inicial. Representacao grafica (n = 5) da porcentagem
da area da leséo aterosclerética (determinada pela presencga de colageno) em relagédo a area total do

arco aortico dos grupos Controle com dieta padrdo (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica
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(CHC), Veiculo (PBS), Nanocapsulas MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-) e formulagdo scfv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn. Os cortes foram corados com Picrosirius Red e contra-corados com Hematoxilina de
Carrazi para avaliagdo do conteudo de colageno na regido de interesse. As laminas foram
observadas em microscopio 6ptico Olympus BX50, sob luz polarizada, acoplado a uma camera digital
Olympus E 330 (Olympus, Japao). As imagens foram obtidas com objetiva de 4x e foram analisadas
em software ImageJ, apds reconhecimento das regides coradas de cor alaranjada na area estudada.
); *p<0,05 e ***p<0,001 em relacdo ao controle alimentado com dieta padrdo (CC); ##p<0,01 e

###p<0,001 em relagdo ao grupo PBS.

Os animais tratados com o scFv anti-LDL(-) (p<0,01) e com a formulagao
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn (p<0,001) demonstraram de forma significativa um
menor conteudo de colageno no arco aodrtico em compragdo aos animais tratados
apenas com o veiculo PBS. O tratamento com as nanocapsulas MCMN-Zn (p>0,05)
nao apresentou alteragao significativa dessa medida em relagdo ao grupo PBS.
Apenas os grupos PBS (p<0,001) e MCMN-Zn (p<0,05) apresentaram aumento
significativo do conteudo de colageno no arco aodrtico em relagdo ao grupo CC
(controle alimentado com dieta padrao).

4.3.2.4 Quantificagdo do conteudo lipidico na aorta

Os animais que receberam dieta HC apresentaram maior conteudo lipidico
(quantificagao do corante Oil Red O) em todos os fragmentos de aorta avaliados, em
relagdo ao grupo CC, comprovando a influéncia da dieta HC no acumulo dessas
moléculas. O grupo tratado apenas com PBS apresentou resultados semelhantes a
esses, assim como o grupo MCMN-Zn, cujo tratamento n&o alterou de forma
significativa o acumulo do corante no interior da aorta. Animais tratados com o scFv
anti-LDL(-) ndo-conjugado as nanocapsulas apresentaram menor conteudo lipidico
no interior da aorta apenas na analise individual do arco aodrtico (p<0,05) , em
relagdo ao grupo PBS, ndo sendo possivel estabelecer relagdo significativa em
nenhum dos outros fragmentos avaliados. O efeito ateroprotetor da formulagéao scFv
anti-LDL(-)-MCMN-Zn foi observado em todos os fragmentos avaliados (tanto na
aorta como um todo — p<0,001; quanto no arco aodrtico — p<0,001; na aorta
abdominal — p<0,01; e nas artérias femorais — p<0,01) em relagdo aos animais
tratados apenas com PBS.
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Figura 41: Quantificagcdao do conteudo lipidico na aorta de camundongos C57BL/6J Ldir" em
modelo de lesdo ateroscleroética inicial. Representagédo grafica (n = 5) dos grupos Controle com
dieta padrdao (CC), Controle com dieta hipercolesterolémica (CHC), Veiculo (PBS), Nanocapsulas
MCMN-Zn, scFv anti-LDL(-) e formulagédo scfv anti-LDL(-)-MCMN-Zn. A: Aorta completa; B: Arco
aortico (1 cm da aorta toracica); C: Aorta abdominal; D: Artérias femorais. As aortas fragmentadas
foram coradas com Oil Red O, e o conteudo proteico das amostras de tecido foi avaliado pelo método
de BCA e utilizado para normalizagdo dos dados encontrados. Os resultados sdo expressos em
pmol/ug — ORO/proteina); **p<0,01 e ***p<0,001 em relagao ao controle alimentado com dieta padréo
(CC); ##p<0,01 e ###p<0,001 em relagéo ao grupo PBS.
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5. DISCUSSAO

A LDL desempenha um papel fisioldgico importante na manutencdo de
membranas celulares, producéo de horménios e na regulagédo de vias metabdlicas e
energéticas (MILLER et al.,, 2010). Entretanto, sob condigbes patologicas de
hiperlipidemia, diabetes mellitus, estresse oxidativo e/ou doengas genéticas, a LDL
torna-se mais suscetivel a modificagées (FRIEDMAN, 1982; LEVITAN et al., 2010;
SCHMIDT; STERN, 2002). Dentre as possiveis modificagbes que essa lipoproteina
pode sofrer, destaca-se a LDL eletronegativa, foco de estudo em nosso grupo.

Sabe-se que a LDL(-) esta envolvida na formagdo de células espumosas e
exerce um efeito inflamatério multiplo em células endoteliais, estimulando a
producdo de diversos fatores, como citocinas e quimiocinas que atuam em varios
estagios do desenvolvimento da aterosclerose, como o recrutamento leucocitario e a
proliferacao celular (PEDROSA et al., 2010). Nesse sentido, o estudo da LDL(-) é
fundamental para uma compreensao completa do processo aterosclerotico.

A ideia de prevenir e tratar a aterosclerose através da modulagdo da resposta
imune € bastante promissora (LAHOUTE et al., 2011; JUN et al.,, 2012). Os
anticorpos que reconhecem formas modificadas da LDL sao capazes de se ligar a
estas particulas e neutralizar seus efeitos pré-inflamatérios e pro-aterogénicos
(JAGER; KUIPER, 2011). Diversos estudos tém relatado, ao longo da ultima década,
a utilizagdo de anticorpos monoclonais e seus fragmentos (Fab, Fab2 e scFv) como
agentes terapéuticos para a aterosclerose (CHYU; NILSSON; SHAH, 2007)
relacionados principalmente ao reconhecimento de LDLox. Zhou e colaboradores
(2012) desenvolveram vacinas de DNA para MCP-1 e seu receptor através da
imunizagao de camundongos C57BL/6J semanalmente, por 3 semanas. Observou-
se a inibicao significativa da migracdo de macréfagos tratados com soro obtido dos
animais imunizados em ensaio envolvendo a ativagao de células endoteliais com
TNF-a. Em outro estudo, o tratamento com um fragmento Fab e um scFv, ambos
anti-LDLox (LDL contendo fosfolipides oxidados) inibiram a formagao in vitro de
células espumosas e diminuiram a progressao in vivo de lesdes ateroscleroticas em
camundongos Ldlr” através do bloqueio da ligacdo com a LDLox e da consequente
captagao dessas particulas pelos macréfagos (TSIMIKAS et al., 2011).
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A proteina recombinante scFv anti-LDL(-), desenvolvida pelo nosso grupo,
além de ser uma ferramenta singular para o reconhecimento da LDL(-), uma das
modificagdes da LDLn que ocorre in vivo mais prejudiciais ao organismo, tem
demonstrado grande potencial de utilizagdo como agente terapéutico para a
aterosclerose. O tratamento de macrdéfagos murinos da linhagem RAW 264.7 com
LDL(-) em presenga do scFv anti-LDL(-), demonstrou redugcao da formagéo de
células espumosas e da expressdo de mRNA de Cd36, Tir4 e Cox2 (KAZUMA et al.,
2013), dois receptores importantes no reconhecimento de fracbes de LDL
modificada e uma enzima importante no processo inflamatério. Adicionalmente, o
tratamento in vivo com o scFv anti-LDL(-) durante 4 semanas diminuiu a area da
lesdo aterosclerdtica no arco adrtico em camundongos Ldlr”” (KAZUMA et al., 2013).

Na aterosclerose, diversos tipos de nanoparticulas tém sido estudadas com
finalidades terapéuticas. Os lipossomas revestidos por polietileno glicol (PEG), sao
utilizados como carreadores de farmacos, devido as suas propriedades de baixa
imunogenicidade, alta biocompatibilidade biodisponibilidade. Farmacos como
glicocorticéides tém sido encapsulados em lipossomas, aumentando sua meia-vida
na circulagdo sistémica. Joner e colaboradores (2008) utilizaram fosfato de
prednisolona encapsulado em um lipossomo revestido com PEG e obtiveram uma
reducgédo significativa da les&do aterosclerotica em coelhos. Nesse estudo, a liberagéo
do farmaco foi obtida por endocitose do lipossomo, que teve como resultados
benéficos a utilizagdo de uma menor dose de prednisolona e a diminuicdo dos seus
efeitos colaterais. Estudos realizados por Maranhdo e colaboradores também tém
demonstrado diversas aplicagcdes para uma nanoemulsdo rica em colesterol com
estrutura lipidica semelhante a lipoproteina de baixa densidade, denominada LDE
(MARANHAO et al., 1997), incluindo potencial agédo benéfica no tratamento da
aterosclerose (TAVARES et al., 2011).

Uma das grandes vantagens do uso da nanotecnologia na Medicina, no
entanto, esta na habilidade de desenvolver dispositivos que possam interagir com
diferentes tipos de células ou ainda com substratos especificos, permitindo a
veiculagao sitio dirigida de farmacos ou moléculas bioativas (PSARROS et al.,
2012), através da utilizacdo de nanoparticulas funcionalizadas (FERRARI, 2005).
Um exemplo bem sucedido € o desenvolvimento de um sistema formado por
nanoparticulas de acido polilatico (do inglés PLA, polylatic acid) conjugadas a um

anticorpo monoclonal anti-apoB-100 cujo tratamento in vitro de macrofagos diminuiu
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a captacao de LDL por essas células (MAXIMOV et al., 2010). Nos ultimos anos,
substituindo o uso de anticorpos completos, diferentes fragmentos de anticorpo (e.g.,
scFv) foram utilizados para constru¢ao de nanodispositivos com fins terapéuticos
(LAGINHA et al., 2008). Devido ao pequeno tamanho de scFvs em comparagédo com
o anticorpo, a conjugacao entre o scFv e nanoparticulas promove uma menor
variagdo no diametro de particulas e maior homogeneidade dos sistemas
nanoparticulados, principalmente em relacdo ao tamanho dos sistemas formados
(FORCE; PUGMIRE; CULBERTSON, 2010).

Neste trabalho, foi demonstrado o desenvolvimento da nanoformulagao
funcionalizada com fragmentos de anticorpo anti-LDL(-), a partir de uma abordagem
inovadora baseada na formagdo do complexo organometalico quitosana-Zinco II-
scFv anti-LDL(-) na superficie de nanocapsulas. Além de ser produzida por um
processo simples e rapido de sintese, sem necessidade de passos adicionais de
purificagdo, a nanoformulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn otimizou os efeitos
benéficos in vitro e in vivo apresentados pelo scFv anti-LDL(-), o que pode estar
relacionado a presenga de varias moléculas de scFv na superficie das
nanocapsulas.

Além de proporcionar a diminuicdo da captagdo da LDL(-) por macrofagos
murinos e humanos primarios e, consequentemente, a formacdo de células
espumosas, a formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn ocasionou diminui¢cdes
significativas na expressao génica de IL-13 (em macréfagos murinos e humanos) e
de MCP-1 (em macréfagos humanos) e nos niveis de IL-1B (em macrofagos de
ambas as espécies) em relagdo a agao da LDL(-). A IL-1B € uma citocina proé-
inflamatoéria e pré-aterogénica relacionada a ativagdo de linfocitos T (GREAVES;
CHANNON, 2002) e & produgéo de IL-6 (ZOHLNHOFER et al., 2000), atuando como
um importante mediador na resposta inflamatéria em processos de proliferacéo e
diferenciagao celular (revisado por TEDGUI; MALLAT, 2006) além de desempenhar
funcdes diretas na formacao e estabilidade da placa aterosclerdtica. IL-1 atua ainda
estimulando a produg&o de outras citocinas e enzimas proteoliticas por macréfagos,
células endoteliais e células musculares lisas, apresentando grande importéncia na
amplificagdo do processo inflamatério (BHASKAR et al., 2011). Estudos in vivo
demonstraram que camundongos knockout para o gene do receptor de IL-13
apresentaram diminuigdo das lesbes ateroscleréticas (aproximadamente 33%) em

relagdo a animais sem a delecdo do alelo do gene do receptor de IL-13, sugerindo
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seu papel na promogao da aterosclerose (KIRII et al., 2003). Em macréfagos, a
LDL(-) promove a secregdo de IL-1B biologicamente ativa por meio de dois
mecanismos principais: i) a ativagao dos receptores CD14 e TRL-4, conhecida como
iniciagdo ou priming; e ii) a ativagao do inflamassoma NRLP3 (do inglés, nucleotide-
binding domain, leucine-rich-containing family, pyrin domain-containing-3 OR Nod-
like receptor protein 3), com formagdo do complexo NRLP3-ASC e ativagdo da
caspase-1 (ESTRUCH et al., 2015; 2016). Assim, o acumulo de LDL(-) na circulagéo
sanguinea induz a produgdo de pro-IL-13 através do reconhecimento dessas
particulas de lipoproteina modificada por TLR-4 e CD14 e da consequente ativagao
de NF-kB, fornecendo o primeiro sinal para a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e
aumento da expressdao dessa proteina (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013). Em uma
segunda etapa, ocorre a desubiquitinacdo da proteina NLRP3 e a formacg&o do
complexo NLRP3-ACS por ligagao a proteina adaptadora ACS (apoptosis associated
speck-like protein containing CARD), composta por um dominio de recrutamento de
caspase (do inglés CARD) e um dominio de pirina. O complexo NLPR3-ACS se liga
a caspase 1 e induz a produgédo de IL-18 (GUO; CALLAWAY; TING, 2015). Foi
demonstrado que a administracdo intraperitoneal de cristais de colesterol em
camundongos Ldlr” induziu o desenvolvimento de um processo inflamatério agudo a
partir da ativacado do inflamassoma NLRP3 com a consequente secrecao de IL-13,
ocasionando a ruptura das lesbes aterosclerdticas previamente formadas
(DUEWELL et al., 2010).

A MCP-1 é uma quimiocina produzida por diversos tipos de células, incluindo
endoteliais, epiteliais, fibroblastos e mondcitos (revisado por DESHMANE et al.,
2009), exercendo um papel importante na regulagédo da migragéo e da infiltragcdo de
monaocitos e macrofagos da circulagdo sanguinea através do endotélio vascular
durante a resposta inflamatdria (revisado por YADAV; SAINI; ARORA, 2010). Sua
expressao também pode ser induzida por uma variedade de mediadores como o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), TNFa, IFN-y, VEGF (Fator de
crescimento vascular endotelial) e ainda IL-1 e IL-4 (SHEIKINE; HANSSON, 2005).
Essa quimiocina esta intimamente associada a processos inflamatérios, sendo, por
esse motivo, considerada por alguns autores um potencial marcador da
aterosclerose (COLL; VILLAVERDE; JOVEN, 2007; CHEN et al., 2014). Ha décadas,
estudos demonstram a importéancia de MCP-1 no desenvolvimento da aterosclerose

como um ponto chave ndo sé no inicio da migracdo subendotelial de mondcitos
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como também na amplificacdo desse processo (GERSZTEN et al., 1999). Em 1991,
Nelken e colaboradores relataram a presenca de MCP-1 em placas ateroscleréticas
humanas, e Cushing e colaboradores (1990) demonstraram a indugédo da produgao
de MCP-1 por células endoteliais e células musculares lisas da parede arterial na
presenca de particulas de LDL minimamente oxidada. Estudos recentes, envolvendo
monaocitos humanos provenientes de placa aterosclerotica, mostraram o aumento da
producdo de MCP-1 nessas células em relagdo a mondcitos isolados de sangue
periférico (ZOHARA et al., 2013). O aumento da expressao de MCP-1 também foi
observado no arco adrtico de coelhos em modelo de lesdo aterosclerdtica inicial,
induzida por dieta hipercolesterolémica (com adi¢gdo de 1% de colesterol) (HUO et
al., 2014), associado ao aumento de TNFa, VCAM-1 e IL-18 (BULGARELLI et al.,
2013). Esse conjunto de evidéncias ndo s6 demonstra a importancia de IL-13 e de
MCP-1 na progress&o da aterosclerose, como ressalta o potencial antiinflamatorio da
formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn.

Essa nanoformulagdo (com aproximadamente 130 nm de didmetro médio) foi
internalizada tanto por macro6fagos murinos primarios quanto por macrofagos
humanos primarios, observando-se diminui¢ao significativa da sua internalizagcdo ao
se inibir a endocitose de forma inespecifica (Cloroquina), com pequena contribuicao
das vias dependentes de dinamina (Dynasore) e com maior participagdo da
macropinocitose (EIPA ou 5-(N-ethyl-N-isopropyl) amiloride), com p<0,001).

O mecanismo de internalizacao celular de nanoparticulas ainda é pouco
conhecido, mas sabe-se que esses materiais interagem de forma diferenciada com
as células e seus elementos em relagdo as moléculas em solugcado (SOM et al.,
2011). Tendo em vista que a membrana fosfolipidica das células atua na regulagéo
do transporte de moléculas para dentro das células, protegendo as estruturas
internas do material extracelular (revisado por SAHAY; ALAKHOVA; KABANQV,
2010), e que nanoparticulas geralmente possuem massa molecular acima de 1 kDa,
descreve-se que a interacdo entre as nanoparticulas e a membrana plasmatica das
células envolve mecanismos de transporte ativo (KUMARI; MG; MAYOR, 2010), o
que leva ao seu acumulo intracelular (KETTINGER et al., 2013).

A internalizagdo de particulas geralmente ocorre por fagocitose ou por
endocitose. A fagocitose é predominantemente realizada por células especializadas
do sistema imune (macrofagos, neutrofilos, mondcitos e células dendriticas) a fim de

proteger o organismo de agentes infecciosos e particulas exdgenas inertes, tais
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como sistemas nano-carreadores (ADEREM; UNDERHILL, 1999). Os passos
principais desse processo sao a opsonizagao (feita por proteinas denominadas
opsoninas, tais como as imunoglobulinas e as proteinas do complemento)
(VONARBOURG et al., 2006) e a formagdo do fagossomo, o qual é capaz de
transportar particulas pelo citoplasma e, posteriormente, fundir-se a lisossomos a fim
de formar os fagolisossomos. Os fagolisossomos formados tornam-se acidificados e
adquirem um conteudo enzimatico essencial para a degradagdo de polimeros
presentes em nanoparticulas sintéticas, visando, por exemplo, a liberacdo de
farmacos ou moléculas ativas do interior dessas nanoparticulas (CLAUS et al.,
1998). A fagocitose, geralmente, envolve a internalizacdo de particulas com
tamanho superior a 500 nm (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009), por mecanismo
dependente de actina (ADEREM; UNDERHILL, 1999) e relacionado a receptores
especificos, como receptores Fc, scavenger ou de manose (PATEL et al., 2010;
ZIELLO; HUANG; JOVIN, 2010; WANG; WU; REINHARD, 2012). Nesse processo
sdo formadas vesiculas intracelulares ou fagossomos, com didmetro entre 0,5 e 1
MM, onde as particulas sdo degradadas por um tempo que varia de 30 minutos até
muitas horas (KRPETIC et al., 2010). O tamanho das particulas, no entanto, ndo é a
Unica caracteristica determinante na fagocitose e, propriedades de superficie (como
a presencga de moléculas adsorvidas) também devem ser consideradas (DOHERTY;
MCMACHON, 2009).

A endocitose, por outro lado, ocorre em quase todos os tipos de células e esta
relacionada a internalizacado de fluidos, podendo captar particulas com dezenas ou
até centenas de nanbmetros. A endocitose € subdividida em macropinocitose,
endocitose mediada por clatrina e endocitose mediada por caveolina, ambas
dependentes do recrutamento de dinamina, assim como outros mecanismos
independentes de clatrina e caveolina ainda pouco esclarecidos (CONER; SCHMID,
2003). A macropinocitose ocorre, geralmente em conjunto com outro mecanismo de
captacdo, em diversas células, incluindo macréfagos, e envolve a formagdo de
protrusbes que se fundem umas as outras e a membrana celular
(DHARMAWARDHANE et al., 2000). Embora ndo haja qualquer seletividade nesse
processo, uma vez que internaliza particulas grandes gerando macropinossomos de
formato irregular com tamanho superior a 1 pM, independentemente do conteudo
exposto em sua superficie, a macropinocitose € considerada uma das melhores vias

para o transporte de farmacos (RIMA et al., 2013). A endocitose mediada por clatrina



153

e caveolina gera invaginagdes na memebrana de até 150 nm e 50-80 nm,
respectivamente. Sado dois mecanismos diferentes de internalizacido de moléculas e
dependem de um componente comum e essencial para a formagao de vesiculas
(mediada por clatrina) e na internalizagdo das mesmas (mediada por caveolina),
uma GTPase denominada dinamina (HINSHAW, 2000). Na endocitose mediada por
clatrina, a internalizagédo de particulas é seguida pela formagéo de lisossomas acidos
e ricos em enzimas que promovem a degradacao das particulas (HILLAIREAU,;
COUVREUR, 2009). Nessa via, pode ocorrer a ligagdo de particulas de forma
inespecifica a superficie da célula carregada negativamente ou via receptor
especifico, como € o caso da LDL, da transferrina, da insulina e de alguns fatores de
crescimento (KETTINGER et al., 2013). A endocitose mediada por caveolina, por
sua vez, € iniciada com a ligacéo de particulas a superficie da célula e sua migragéo
para invaginacbes de caveolina, seguida da formacdo de uma vesicula caveolar
(DOHERTY; MCMACHON, 2009; BAREFORD; SWAAN, 2007).

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstraram que a internalizagdo da
formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn ocorreu principalmente por fagocitose
(demonstrado pela inibicao da polimerizagao dos filamentos de actina mediada pela
Citocalasina D) e por macropinocitose (cerca de 80% de inibigdo da internalizagéo
de scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn foi mediada por EIPA, considerada a melhor via para
o ftransporte de farmacos e substdncias bioativas (RIMA et al, 2013). A
internalizagcdo da nanoformulagdo por essas vias pode estar relacionada a alguns
fatores: i) nanoparticulas compostas pelo mesmo material e provenientes de uma
mesma preparagao podem diferir quanto ao seu tamanho, formato e porosidade,
interagindo de diversas formas com as células, o que induz sua internalizagao por
diferentes mecanismos endociticos (KRUG; WICK, 2011); ii) a adsorgao de proteinas
ou petideos a superficie dessas nanoparticulas pode alterar as propriedades
originais das mesmas, como tamanho e carga, de forma significativa (MONOPOLI et
al., 2012), sendo necessaria a utilizagdo de um controle de nanoparticulas livres ou
nao-conjugadas as proteinas, peptideos ou anticorpos em todos os ensaios em
questdo (KETTINGER et al.,, 2013); iii) diferentes tipos ou espécies de células
apresentam diferentes estratégias de captagéao (IVERSEN; SKOTLAND; SANDVIG,
2011); iv) os inibidores farmacoldgicos usualmente utilizados nesse tipo de estudo
geralmente ndo possuem alta especificidade para cada mecanismo estudado e

podem influenciar rotas alternativas de internalizagdo. Adicionalmente, alguns
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desses compostos interferem em fungdes celulares vitais, promovendo um efeito
toxico relevante (IVANOV, 2008). No caso da formulagao scFv anti-LDL(-)-MCMN-
Zn, como a forma e a superficie das particulas sdo constantes, o parametro que
influencia de forma relevante o mecanismo de internalizagdo a ser seguido &,
provavelmente, a distribuicdo do tamanho dessas particulas.

A comprovacado dos efeitos ateroprotetores demonstrados pelo tratamento in
vitro com a formulagéo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn, assim como o fato de estarmos
diante de um sistema polimérico biodegradavel (formado por nanocapsulas de
nucleo lipidico), que permite a encapsulagédo de uma maior quantidade de farmaco
em relacédo a outros sistemas nanométricos (KONAN et al., 2002), fornece controle
adequado de liberagdo de farmacos (lipo ou hidrossoluveis) inseridos em sua
composi¢éo (JAGER et al., 2009), direciona-os ao local desejado (6rgéo-alvo ou
célula-alvo) e permite, assim, a veiculagao sitio-dirigida dos mesmos, estimulam seu
estudo como um candidato a biofarmaco. No entanto, atualmente, diversos grupos
tém demonstrado preocupacdo com a toxicidade que esses sistemas podem
apresentar, podendo ocasionar um desequilibrio entre sua acao terapéutica e seu
potencial téxico.

Sabe-se que nanocarreadores, quando administrados in vivo, podem sofrer
variagbes em suas caracteristicas fisico-quimicas, levando a sua degradagéo,
agregagao ou até a formagédo de corona em sua superficie (JIANG et al., 2009;
SHARIFI et al., 2012), alterando a forma como s&o reconhecidos pelas células e
como interagem com as mesmas (WINZEN et al., 2015). Essas interacbes entre as
nanoparticulas podem ocorrer especialmente na circulagdo sanguinea, na qual as
particulas tendem a ser captadas de forma inespecifica por células circulantes,
promovendo um efeito toxico indesejavel (LIOPO et al., 2012). Esses efeitos téxicos
sofrem influéncia direta das caracteristicas das nanoparticulas, no que se refere ao
seu tamanho, area superficial e até a caracteristicas quimicas e morfolégicas da
superficie das mesmas, trazendo a tona a necessidade da realizagdo de testes
especificos com cada nanossistema desenvolvido (GIL et al., 2010; SHARIFI et al.,
2012).

Pela técnica de microscopia intravital, que permite a observacao direta da rede
microvascular de tecidos transiluminados ou nao, € possivel a observagdo da
dinamica dos eventos em tempo real na microcirculagdo em animais vivos, de modo

a avaliar aspectos celulares e vasculares envolvidos na inflamagédo (GAVINS, 2012).



155

7

Essa metodologia € util para a avaliagdo da toxicidade aguda, utilizando-se
parametros relacionados ao comportamento dos leucdcitos circulantes, a presenga
de trombos ou hemorragias e a velocidade do fluxo sanguineo, uma vez
administrado um tratamento especifico pela via intravenosa. Pode ser realizada
ainda a medida da intensidade de fluorescéncia emitida dentro e fora dos vasos,
apo6s a administracdo de uma dose de albumina marcada com o fluoréforo FITC, de
modo a avaliar a permeabilidade do endotélio vascular na presenga do tratamento
em questao.

Em condigbes ideais, um nanocarreador ndo deve interagir com as células da
circulagao sanguinea, a menos que seja dirigido as mesmas, de modo a permitir sua
administragdo pela via intravenosa (WINZEN et al., 2015). Em nosso estudo,
realizado em colaboragdo com o Laboratério de Toxicologia Experimental
coordenado pela Profa. Sandra H. P. Farsky, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP, a formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn na dose de 5
mg/Kg nao promoveu qualquer alteragdo significativa quanto ao numero de
leucocitos em rolamento, ao numero de leucdcitos aderidos, ao numero de
leucdcitos migrados, a formacdo de trombos ou de areas hemorragicas e a
velocidade do fluxo sanguineo, apos 60 minutos da administragdo intravenosa do
tratamento em relagdo ao grupo controle (no qual foi administrada apenas solugéo
salina). Resultados semelhantes foram encontrados em ambos o0s grupos, que
receberam dieta padrdo ou dieta hipercolesterolémica. Adicionalmente, a
administragdo pela via intravenosa nao induziu hemolise, que teria sido evidenciada
pela presenga de sangue na urina. A presenga de altos niveis de glicose na urina
pode ser explicada pela utilizacdo do farmaco anestésico Cetamina, que induz o
aumento dos niveis plasmaticos de glicose, excedendo seu limiar renal, mesmo em
animais ndo-diabéticos, e aumentando a sua excrecdo urinaria (FERREIRA et al.,
2008). O conjunto de dados obtidos comprova que a formulagao scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn, na dose de 5 mg/Kg, nédo induziu toxicidade na microcirculagéo, além de
nao ocasionar qualquer alteragdo significativa na permeabilidade do endotélio
vascular. A confirmagdo de que a formulagdo scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn n&o
apresentou qualquer toxicidade aos animais avaliados permitiu a continuidade dos
estudos de avaliagdo dos efeitos in vivo dessa formulagdo, agora voltados a
observacdo dos efeitos sobre o desenvolvimento e a progressdao da leséo
aterosclerotica.
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Nos ultimos anos, tem ocorrido uma expansdo notavel na tecnologia de
obtengao de imagens do sistema cardiovascular de forma ndo-invasiva, ampliando o
espectro de modalidades de imagem e permitindo um maior numero de informagdes
a respeito da fisiopatologia de doencgas, especialmente da aterosclerose. Essas
tecnologias permitem a identificagdo de pacientes de alto risco e a predigdo do risco
cardiovascular nesses individuos, possibilitando intervengdes eficazes e rapidas, a
identificacdo de placas vulneraveis, a realizagdo de medidas de atividade de
processos inflamatorios e ainda o calculo do escore de calcio no interior das artérias
(DWECK et al., 2016).

A Tomografia por Emissao de Pdsitrons tem sido utilizada para a obtengao de
imagens moleculares de lesdes ateroscleréticas, principalmente com a utilizagdo do
radiotracador '8F-FDG. O '®F-FDG é considerado um marcador de inflamagéo
vascular e tende a se acumular em regides especificas acometidas por essa
patologia, como coragdo, artérias carotidas e aorta. Vale ressaltar que esse
radiotracador também tem demonstrado importancia no prognostico de doengas
cardiovasculares, atuando na identificagdo de pacientes com risco de recorréncia de
acidente vascular cerebral (MARNANE et al., 2012) e na predi¢ao de ocorréncia de
eventos cardiovasculares em pacientes submetidos a exame de PET/CT para
acompanhamento oncolégico e sem doenga cardiovascular prévia (FIGUEROA et
al., 2013).

Uma outra abordagem de uso do '8F-FDG estd relacionada ao
acompanhamento de estudos clinicos a fim de avaliar os efeitos de farmacos anti-
ateroscleroticos por PET/CT. Nesses casos, a captagdao do radiotragcador é
mensurada e pode ser utilizada para avaliar alteragcbes na atividade inflamatéria,
monitorada a partir de mudangas na captagcao do mesmo nas artérias (LEE et al.,
2008). A vantagem da utilizagdo do '®F-FDG em PET/CT em estudos clinicos de
farmacos esta na sua capacidade de detectar alteragdes moleculares precoces no
interior das placas, fornecendo uma medida semi-quantitativa de eficacia
farmacoterapéutica. Além disso, tais estudos tendem a ser mais curtos (3 a 6 meses)
e requerem uma menor quantidade de pacientes para alcancar a mesma
significancia estatistica dos testes convencionais (TARKIN; JOSHI; RUDD, 2014),
demonstrando excelente reprodutibilidade e tendo, portanto, um custo relativamente
baixo em relagdo ao tempo dedicado ao estudo (RUDD et al., 2007). Estudos
objetivando avaliar o efeito de estatinas sobre lesGes ateroscleréticas observaram
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redugdes significativas (p<0,01) do SUV em aortas de pacientes tratados durante
apenas 3 meses (TAHARA et al., 2006; RUDD et al., 2007; ISHII et al., 2010). Em
alguns estudos, os resultados ainda s&o controversos, uma vez que a avida
captacdo de '®F-FDG pelo ventriculo esquerdo pode limitar a deteccéo precisa e
especifica de doengas (JOSHI et al., 2014). Por esse motivo, tem sido recomendada
a avaliacdo de artérias como as caroétidas, a aorta toraxica e a aorta ascendente a
fim de correlacionar a captacdo desse radiotragador com os efeitos das terapias em
estudo (ROGERS et al., 2010; JOSHI et al., 2015).

Em modelos experimentais de aterosclerose em camundongos, o grande
desafio na obtengcdo de imagens se da pelo tamanho reduzido dos 6rgaos em
estudo (coragdo, aorta e arco aértico), sendo necessaria uma maior resolugao
espacial. Os novos escaneres de PET existentes no mercado, no entanto, ja
permitem o uso de modelos murinos para acompanhamento da aterosclerose,
possibilitando a observagao de vasos com cerca de 1 mm de didmetro, como a aorta
(ORBAY et al., 2013). O "®F-FDG tem sido o radiotragador mais indicado, e estudos
envolvendo a avaliagédo de lesdes ateroscleroticas em animais relatam o tempo ideal
entre a administragcdo de '®F-FDG e a aquisicdo de imagens em PET/CT como
sendo de 3 horas. Por ser um radiofarmaco pouco especifico, esse tempo se torna
relevante para permitir um actimulo significativo de '®F-FDG na parede arterial e
para reduzir os niveis sanguineos do radiofarmaco, reduzindo, assim, o background
das imagens (RUDD et al., 2002; 2008).

O acumulo de '®F-FDG em artérias, geralmente, indica a presenga de
macrofagos metabolicamente ativos como resultado de um processo inflamatoério no
local e estudos ex vivo em camundongos demonstraram uma forte correlagdo entre
a captacdo de '®F-FDG, a quantidade de macrofagos e o aumento da expresséo
génica de marcadores relacionados a glicolise e a inflamagédo, o que explica a
observagdo de um sinal aumentado de '®F-FDG em lesdes ateroscleréticas (GRABE
et al., 2009; PEDERSEN et al., 2010). Foi demonstrado ainda que o sinal de '°F-
FDG tende a ser mais proeminente em estagios iniciais da aterosclerose, durante a
formacéao de células espumosas, diminuindo uma vez que o processo de calcificagao
da placa é estabelecido (OGAWA et al.,, 2012), o que pode ser confirmado por
evidéncias de que o actimulo de '®F-FDG é maior em macréfagos M1 pro-
inflamatorios, sendo este o subtipo predominante de macrofagos em lesdes durante
este periodo, em relagdo aos macréfagos M2 (PELLO et al., 2011).
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Nosso estudo comprovou que a utilizacdo do modelo descrito para avaliagao
dos efeitos de terapias anti-ateroscleréticas sobre a area da lesdo aterosclerética em
camundongos Ldir" por PET/CT com o radiotracador '®F-FDG apresenta resultados
tdo significativos quanto os obtidos pela avaliagdo desses efeitos pela técnica
considerada como padrdo ouro, a analise morfométrica do arco aortico. Essa
observacdo garante a substituicdo da técnica histolégica tradicional pela avaliagéo
de imagens moleculares, fornecendo informagdes que permitem a observacédo de
lesbes em outros locais além do arco adrtico e permitindo o acompanhamento da
evolugdo da doengca ou de sua regressdo durante o tempo de tratamento
estabelecido.

De forma geral, o enorme interesse em reduzir o risco cardiovascular em
pacientes tem dirigido a busca por novas estratégias terapéuticas que possam
modular o processo aterosclerotico. Tendo em vista que o desenvolvimento desse
processo esta intimamente relacionado ao metabolismo de lipoproteinas e a
inflamacgédo ocasionada por essas particulas, é de extrema importancia que essas
terapias sejam voltadas a diminuicdo dos niveis sanguineos dessas lipoproteinas
assim como da sua captagao por células do sistema immune (LADEIRAS-LOPES et
al., 2015). Nesse contexto, o conjunto de resultados obtidos neste estudo
apresentou a formulagdao scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn como uma abordagem
biotecnolégica inovadora, tendo como alvo a LDL(-), para a prevengdo e o
tratamento da aterosclerose, abrindo caminho para novas investigagbes do seu uso

como um nano-carreador de farmacos ateroprotetores.



159

CONCLUSAO




160



161

6. CONCLUSAO

A formulagéo scFv ani-LDL(-)-MCMN-Zn:

- diminui a captagéao de LDL(-) por macréfagos murinos primarios e macrofagos

humanos primarios;

- diminui a expressédo génica de //7b em macrofagos murinos primarios e de
IL1B e MCP1/CCL2 em macréfagos humanos primarios tratados simultaneamente
com LDL(-);

- diminui a expresséo proteica de IL1-B em macrofagos murinos e humanos

primarios tratados simultaneamente com LDL(-);

- € internalizada por macrofagos murinos e humanos primarios por diferentes
mecanismos de endocitose: fagocitose, macropinocitose e endocitose dependente
de dinamina; o que suporta a realizacdo de estudos futuros com veiculacdo de

farmacos anti-ateroscleréticos;

- nado induz resposta pro-inflamatéria em camundongos C57BL6/J Ldir"
caracteristica desejavel em um sistema nanoestruturado com possiveis aplicagbes

terapéuticas;

- diminui a area da lesdo aterosclerdtica no arco adrtico de camundongos
C57BL6/J Ldlr" tratados durante 8 semanas e avaliados por analise morfométrica e
por tomografia por emisdo de positrons combinada a tomografia computadorizada
(PET/CT).
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ANEXOS

ANEXO 1 — SOLUGOES E TAMPOES

Isolamento e caracterizacdo de LDL(-):

= Coquetel antioxidante

BHT (Hidroxitolueno butilado) 0,2 M
Aprotinina 2 pg/mL

Benzamidina 0,02 M

Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,01 M

= Tampao A para purificagao por FPLC
Tris-HCI1 0,2 M

EDTA 0,01 M

pH=7,4

= Tampao B para purificagao por FPLC
Tris-HCI1 0,2 M

NaCl 1 M

EDTA 0,01 M

pH=7,4

= Tampao de amostra para gel de agarose 10X
Tampao de corrida TAE 20X 50% (v/v)

Glicerol 50% (v/v)

Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

Xileno cianol 0,1% (p/v)

= Tampao de corrida para gel de agarose (TAE) 50x
Tris-acetato 2M

Acido acético 1 M

EDTAO05M
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pH 8,4 - Concentracéo de uso 1x.

= Solucao corante para coloragao de gel por Comassie Brilliant Blue
Etanol 30% (v/v)

Acido Acético 10% (v/v)

Comassie Blue G-250 0,5% (p/v)

= Solucao descorante para coloracao de gel por Comassie Brilliant Blue
Etanol 30% (v/v)

Acido Acético 10% (v/v)

Expressao de scFv anti-LDL(-) em Pichia pastoris:

= Meio de crescimento- BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium)
Extrato de levedura 1%

Peptona de Caseina 2%

Tampao Fosfato 0,1 M pH 6,0

YNB 13,4%

Biotina 4x10° % (p/v)

Glicerol 1% (v/v)

Casaminoacidos 2%

= Meio de crescimento- BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)
Extrato de levedura 1%

Peptona de Caseina 2%

Tampao Fosfato 0,1 M pH 6,0

YNB 13,4%

Biotina 4x10° % (p/v)

Casaminoacidos 2%

Metanol 3% (v/v)

192

O tampao fosfato de potassio e o glicerol devem ser esterilizados em autoclave,

enquanto biotina, casaminoacidos e YNB devem ser esterilizados por filtragdo em

membrana de 0,22um. Se necessario, o volume deve ser completado com agua

estéril.



* YNB (Yeast Nitrogen Base) - Solugao estoque 10x
YNB (Sem aminoacidos e sem sulfato de aménio) 3,4% (p/v)
Sulfato de Amonio 10% (p/v)

H>O gsp 100 mL

= Biotina - Solugao estoque 500x
Biotina 0,02% (p/v)
H>O gsp 100 mL

= Tampao Fosfato de Potassio pH 6,0
K:HPO,4 0,132 M

KH,PO4 0,868 M

H>O gsp 1000 mL

= Solugao estoque para inibidor de protease
PMSF 0,2 M

Dissolucado em isopropanol. Concentragao de uso de 0,01 M.

Purificacdo de scFv anti-LDL(-) em resina de Niquel:

= Tampao de ligagao
NaH;PO4 20 mM

NaCl 0,5 M

Imidazol 30 mM

H>O gsp 1000 mL
pH=7,4

= Tampao de eluigao
NaH;PO,4 de sédio 20 mM
NaCl 0,5 M

Imidazol 500 mM

H>O gsp 1000 mL
pH=7,4.
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Purificacdo de proteinas glicosiladas em resina de Concanavalina A:

= Tampao de ligagao
Tris-HCI 0,02 M

NaCl 0,5 M

MnCI2 0,001 M

CaCl2 0,001 M

H>O gsp 1000 mL
pH=7,4

= Tampao de Eluicao

Tris-HCI 0,02 M

NaCl 0,5 M
Metil-a-D-manopiranosideo 0,5 M
H>O gsp 1000 mL

pH=7,4

Eletroforese de proteinas:

= Tampao de corrida para SDS-PAGE 10x
Tris Base 0,25 M

Glicina 2,5 M

SDS 1% (p/v)

H>O gsp 1000 mL.

pH=7,4

= Tampao de amostra para SDS-PAGE 2x
Tris pH 6,8 100 mM

SDS 4%

Glicerol 20%

Bromofenol 0,2%

B -mercaptoetanol 5%

H>O gqsp 10 mL



= Gel para SDS-PAGE
Solugao A:

Acrilamida 30%
Bis-acrilamida 8%

H>O gsp 100 mL

Solugao B:
Tris-HCI 0,5 M
SDS 0,4% (p/v)
H>O gsp 100 mL
pH 8,8

Solugao C:
Tris-HCI 1,5 M
SDS 0,4% (p/v)
H>O gsp 100 mL
pH 8,8

= Gel concentrador para SDS-PAGE

Soluggo A 13% (v/v)
Solugéo B 25 % (v/v)

Persulfato de amonio 10% (v/v)

Temed 0,001% (v/v)
H>O gsp 2,5 mL

» Gel de separacgao (12% de acrilamida) para SDS-PAGE

Solugéo A 40% (v/v)
Solucéo C 25 % (v/v)

Persulfato de amonio 10% (v/v)

Temed 0,003% (v/v)
H,O qsp 7,5 mL
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Coloracao de gel com prata:

= Solugao Fixacao e Preservacgao
Metanol 50% (v/v)

Acido Acético 12% (v/v)

Formaldeido 0,05% (v/v)

H>O gsp 250 mL

= Solucao de Lavagem
Etanol 50% (v/v)
H>O gsp 250 mL

= Solugao de Sensibilizagao
Tiossulfato de sodio 0,03% (p/v)
Etanol 50% (v/v)
H>O gsp 250 mL

= Solugao de Coloragao
Nitrato de Prata 0,2% (p/v)
Formaldeido 0,07% (v/v)
H>O gsp 250 mL

= Solucao de Revelagao
Na,CO3 6% (p/v)
Formaldeido 0,05% (v/v)
H>O gsp 250 mL

= Solucao de Bloqueio
Metanol 50% (v/v)

Acido Acético 12% (v/v)
H>O gsp 250 mL

= Solugao de Fixagcao
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Metanol 50% (v/v)
H>O gsp 250 mL

O formaldeido deve ser adicionado as solugdes em questao apenas no momento do

uso.

Western Blotting:

= Tampao PBS 10x
NayHPO4.H,0 0,07 M
KH2PO,4 0,01 M

NaCl 1,4 M

KCI1 0,02 M

H>O gsp 1000 mL

pH 7,4

= PBST (PBS- Tween)
PBS 1x

Tween 20 0,05%

pH 7.4

= Tampao de Transferéncia para Western Blotting
Glicina 1,44% (p/v)

Tris Base 0,3% (p/v)

Metanol 20% (v/v)

H>O gsp 1000 mL

Isolamento de monécitos humanos primarios:

= Tampao de lavagem
PBS 1X
EDTAO0,5M

= Tampao de corrida
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PBS 1X
EDTAO05M
BSA 0,5% (v/v)

Coloracao por Oil Red O:

= Solugao estoque de Oil Red
Oil Red O 0,5%
Diluido em isopropanol.

= Solucgao de trabalho de Oil Red
Solugao estoque 6 mL
Diluido em 6 mL de agua destilada. Esta solugdo foi filtrada em papel filtro

Whatman® e foi preparada somente no momento do uso.

= Solugao de fixacao das células
Formaldeido 10% (v/v) diluido em PBS 1X

Coloracao por Light Green:

= Solugao corante

Light Green 2% (p/v)

Acido acético glacial 2% (v/v)
H>O gsp 1000 mL

Outras solucoes:

= Solucao Ringer-Locke
NaCl 0,9% (p/v)

KCI 0,042% (p/v)

CaCl,.2 H,0 0,024% (p/v)
NaHCO3 0,02% (p/v)
Glicose 1 % (p/v)

H>O gsp 1000 mL
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= Agua DEPC

DEPC (Dietilpirocarbonato) 0,1% (p/v)

H>O gsp 1000 mL

Incubar a 37 °C durante 12 horas. Em seguida, autoclavar para remover quaisquer
tragos de DEPC.
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Brasilia,23 de agosto de 2010

Ao Senhor

MARIO HIROYUKI HIRATA

Presidente da CIBio

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO — USP.

Av. Prof. Lineu Prestes 580, Blocos 13A, Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”,

05508-900 — SAO PAULO — SP Ciente. Encaminhe-se cépia 2 Profa.
Duicinéia Saes Parra Abdalla, para

ciéncia do credenciamento do
Assunto: Encaminhamento de Pareceres Técnicos laboratério de Bioguimica Clinica.

S3o pa@z /09/ 2040
Prezado Senhor, /

Ne v

Encaminhamos, anexas, copias do Extrato de Parecer Técnico
2538/2010, publicado no DOU n.°155, Secao 1, p.12, de 13 de agosto de 2010,
emitido pela CTNBio referente ao. processo 01200.003570/1998-08 e a integra
do Parecer Técnico.

Comunicamos que, conforme dispde o inciso Xl do artigo 5°, o artigo
39eo0 §2° do artigo 45 do Decreto 5.591/05, copias da referida documentagao
foram encaminhadas aos érgaos de fiscalizagdo do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento, do Ministério da Satde e do Ministério do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis.

Atenciosamente,

U —

Jairon Alcir Sé.htb‘s{ d

CoordenadorGetal da\CTNBio

2HE63 110

SPO — Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 10 - 14
Brasilia , DF — CEP: 70610-200
Fones: (55)(61) 411 5151 / 411 5003 /411 5516 FAX: (55)(61) 317.7475
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© Ministérioda g p comissio técnica nacional
b Ministério da Ciéncia e Tecnologia-MCT ¢ CTAIBio
o : Comisséio Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBio 3%, ol
Secretaria Executiva g

PARECER TECNICO N° 2538/2010

Processo n°: 01200.003570/1998-08

Requerente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP

CQB: 090/98

Assunto: Solicitag#o de Extensgo de CQB / NB-1

Data de Protocelo: 27/04/10 -
Préton: 16151/10

Extrato Prévio: 2359/10 publicado em 12/05/10

Reunifio: 134° Reunifo ordindria da CTNBio, realizada em 24 de junho de 2010

Decisio: DEFERIDO

A CTNBibo, apés apreciagio do processe de pedido de Parecer Técnico referente 2 Solicitagdo de Extensdio do CQB
(Certificado de Qualidade em Biosseguranga), concluin pelo deferimento, nos termos deste Parecer Técnico.

No &mbito das competéncias dispostas na Lei 11.105/05 e seu decreto 5.591/05, a Comissfio concluiu que o presente
pedido atende as normas da CTNBio e A legislagio pertinente que visam garantir a biosseguranga do meio ambiente,
agricultura, saiide humana € animal.

PARECER TECNICO

1) Fundamentagfio técnica

O Presidente da Comissdo Interna de Biosseguranga da instituigdo solicitou a extenso do Certificado de Qualidade
em Biosseguranga n° 090/98, para credenciar o Laboratério de Bioquimica Clinica — Nivel de Biosseguranga 1 para pesquisa
em regime de contengio, transporte, descarte, ensino e armazenamento de microrganismos geneticamente modificados da
classe derisco 1. Foi enviada na documentagiio a declaraggo do responsével legal, planta baixa, descri¢io pormenorizada das
instalag@es e informagdes relativas a biosseguranga.

Trata-se de anexagdo de uma 4rea de 35,61 m?, constituindo o Laboratério referido acima, de nivel NB 1, nas
dependéncias da Faculdade de Ciéncias Farmacguticas da USP, para extensdo do CQB. Serd destinada no momento a
realizag3o de 3 projetos envolvendo o estudo da expressZo de uma proteina recombinante denominada GFP5-scFv em bactéria
que ser4 usada para estudo imunolégico do LDL eletronegativo, que pode ser iitil na terapéutica da aterosclerose, entre outras
alternativas. Foi anexada planta fisica do local, bem como a extensa lista de equipamentos que serdo utilizados.

Os organismos serdio Escherichia coli DH5-alfa, Escherichia coli BL21 (DE3) e Escherichia coli SMD1168.

2) Medidas de biosseguranca deseritas no processo

Embora n#o haja descrigdo de detalhes, entendemos que as medidas de biosseguranga sfo as mesmas que jé vém
sendo tradicionalmente usadas na Faculdade, cuja CiBio conta com 7 membros (dos quais 5 professores) e 4 suplentes (dos
quais 3 professores), cuja relagfio foi anexada ao Pprocesso.

0 cumprimento das demais legislagSes vigentes no pafs,

A CTNBio esclarece que este parecer nfio exime a reque:
aplicaveis ao objeto do requerimento.

i

(2

Presidente dg CTNBio

4

SPO - Area 05 — Quadra 03 Bloco B — Térreo — Salas 08 a 10
Brasilia , DF — CEP: 70610-200
Fones: (55)(61) 3411 5174 — FAX: (55)(61) 3317-7475
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ANEXO 3 - APROVAGAO DA COMISSAO INTERNA DE BIOSSEGURANGCA

UNVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissdo Interna de Biosseguranga

Of. CIBio/0122012/FCF

530 Paulo, 03 de julho de 2012

Senhora Professora,

Conforme parecer favordvel do relator, informo a Vossa Senhoria que
estamos aprovando “ad referendum” da Comissdo Interna de Biosseguranca da
Faculdade de’ Ciéncias Farmacéuticas o Projeto “Estudos /in vitro e in vivo com
fragmentos varidveis de cadeia Gnica anti-LDL eletronegativa vetorizados em
nanocépsulas na aterosclerose experimental”. :

Lembramos que, quando da elaboragdo do Relatério Anual a ser
encaminhado a Comissdo Interna de Biosseguranca esta Comissdo solicitard a
V.Sa. comprovante de participagdo em treinamentos de Biosseguranga de sua
equipe para manuten¢do do credenciamento.

Atenciosamente,

ﬂh—w (J\> S‘IL‘
Profa. Dra. TEEMA“MARY KANEKO
Membro da ClIBio

llma. Sra.
Profa. Dra. DULCINEIA SAES PARRA ABDALLA
Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da FCF-USP

NESTA

Av. Prof. Lineu Prestes, n2 580, Bloco 13 A - Cidade Universitéria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone/fax: (011) 3091-3678 - e-mail: atadfcf.usp.br
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ANEXO 4- APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

rmum!mamcu
Exca em Posquisa - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO

| Parecer CEPIFCFM14/2010
Protocolo CEPIFCF /667
CAAE: 0019.0.018,000-10

'-M'
Projeto de Pesquisa: Efeito da .-I:Ob passiva com unreum

B % do de LDL 25
|_Pesquisador Respormaver: Parra Abdalls
ﬁ " Facukdode de -USP

Patrocinadores: NPg
II - Sumario Geral do Pratocolo:

As dosncas corondeiss estdo entre as malores causas de MOMICACs @ monyidade no
MUNCO @ @ AIerascerose enconira-s6 no topo dessas doengas, sendo resporsdved por Mais
vitimas fatas do que 10dos 08 tipos 08 cancer combinados. A slercedercse é uma doenga
crénico-rflamatona mutifatorial com o emvolvimenio do sisbema muncldgico, tendo stuagho
da munidade nata @ adaplativa @ sendo o resutade da interagdo de dferenies slementos
ceudares como linddcitos, macrifagos, céiulss endolebais & células musculares Isas. A LDL
eletronegativa, uma fragdo modficada de LDL reltiva. desempenha um papel-chave na
sleroscheross, uma vez gue as modficagtes sofridas pala mokcula sBo Capazes de induzir
¢ acdmuic de dstenis de colesterol em macrofagos e a subsequente formaglo de células
espumosas. Uma vez corfirmado o emvolvimente do silems imuncldgico no processo
aloraginico, faz-2e necessano manpular 3 sua acdo, atraves do emprego de AlleMAVas.
COMa: @ LZACA0 de drogas IMUNaSSUpessoras ou realizacho de uma iImunizacdo, seja ea
Passiva ou ava. Anticorpos recombinantes 1m sido gerados nas (limas décadss, através
de ticnicas de engenharia genética de anticorpos. Atuaimente, slm da ulizacho de
ANHCHIDas MONOCIoNas (proleings produzidas a partr de camundongos ou ratos & uizadas
em humancs), de uso Imiado por sua signiicative imunoioxicidade, também tém sido
gerados anticorpos humanizados, como o Flab’)2 e fragmentas de antcorpos Ao, Lomo o
SCFY, Qe pockem 361 QRRados em Dactinas como Escheicivg colf & keveduras como a Pchia
postons. O scFv representa @ menor unidade funcional do anticorpo @ acredite-5e que
possa ser utilizado como novas allemativas de tratamenio contra o desenvalvimento da
alercacknase ou ainds como um falor preventive pars o surgimento da lexdo. No intuito de
aumentar @ efidénoa da aglo do scFv NO Organisma, nancpamticulss %M s0o
desamvolndas e conjugadas a esses fragmenios, pois exste grande probablidade deste
Gelema ler beixs imuncosmicdade, sdequads mais-vids ns circulscdo, comrels pars o
reconhecimento melecular do antigeno @ remogio dos imunccompiexas pelo sistema
munoltgico.

O3 objetives do pressnis sstudo sho:

Geral: Investigar o efeilo da imunizacho passva pelo scFv 2C7 aw-LDL(-) & por
nanoparticulas conugadas 20 scFv 2C7 antLDL(-) em camundongos knockoof para
recaplor ds LOL (LDUR") mo modelo steroginico.
——TnWWW



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comité de Etica em Pesiguisa - CEP

Especifico:

« Comparar o efefto do Sstamento com o scfv 2C7 anti-LDL{-) em relsgdo =0
rMAMEanto Com 88 AANCpaniculas conuoacas 80 scky 207 anti-LDL(-),

o Irvesigar os edsitos do tratamesto com o scFv 2C7 anti-LDL(-) & com as
ranopaniculas conkgacas ao schv 2C7 anti-LDLI-) sobre a expressdo @ atvicade co
Metasloproteinases (MMPs).

* Irwestgar 0s edetos do Yatamento com o scfv 2C7 anthLDL(-) e com as
ranopaniculas conjugadss a0 scFv 2C7 anti-LDL(-) scbre 8 expressdo ce fwores
Momu—-umm

Tipo de extudo: Transvenal

Descricio da Casulstica:

Serdc seleconados 10 individuos, wiuntanos, némero semethamie de homens @ mulneres,
pars 3 colela de sangue & 3 consequame oblencio de LDL(-) Os paricpantes serdo
comvidados a participar do projeto por melo da divuigagdo Intema da Universidade. O sujeio
sard instruido quanto 20 cbistnvo & métodos do presenie estudo, dard seu consentimanto
FOr @307R0 Dara 503 INCUSA0 N PESqUSA, @ S6r20 coltadas 30 ML de sargue.

Os critérios de inclusio dos participantes sdo:

Serso induides no estudo individucs sem doenca cardiovasculsr, ndo-ciabéticos (lipo | & |I),
nicfumantes, com pressdo areral nomal (sstdica alé 140 mmHg @ clastdlica % 50
mmig), miveis de colesterol total aé 200mg/dl. e que ndo fagcam uso de medicamentos
para dminur ipidics, idade Qual ou SUPENor & 25 ancs. Sario ANCHAT0s CUdados Especais
para evitar que individucs subordinados cu diretamente igados ao pesqusador s sitam
cbngades & participarem do astudo. .

Serdo critérios de exclusdo:

Nio serdo inchddos no estudo ndividucs com doanga cardiovascular, clabéticos (tipo | e 1),
fumantes, hipertensos (sstdlca acma de 140 mmHg ¢ dasidica sgma de 90 mmHg),
hipsroolesterclémcos (colesterol acima de 200mpidL), usudnos de medicamentcs para
giminuir bpicios. Idade nfarior 8 25 anoe, mulheres grividss,

Il < SITUAGAD DO PROTOCOLO: APROVADO ém reunido e 27 de setembro de 2010
omm—tmamwamnm CONEP

para analise, por se alar de drea lemilics especidl 0 pesquisador
wmwamwmmmmuma

&Mh'“f-"ﬂA - Gducn Ueiwsraitiria - O 06500900 - Sic Pucko - 39
Fak (1) 20139003 - el CophiARuags b
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ANEXO 5 - APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 122013

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
(CEUA/FCF/USP) CERTIFICA que o Projeto “Estudos in vitro e in
vivo com fragmentos variaveis de cadeia uUnica anti-LDL
eletronegativa vetorizados em nanocapsulas na aterosclerose
experimental: estudos com camundongos C57BL/6 LDLR-/-."
(Protocolo CEUA/FCF/392), de responsabilidade do(a) pesquisador(a)
Marcela Frota Cavalcante, sob orientacao/supervisdo do(a) Profa.
Dra. Dulcinéia Saes Parra Abdalla, estd de acordo com as normas
do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal

(CONCEA) e foi APROVADO em reunigo de 18 de fevereiro de 2013.

Coordenddor da CEUAJFCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-900 - Sao Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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ANEXO 6 - DEPOSITO DA PATENTE PI1106193-6

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
npevacao

OF. AG. USP Inovacgéao / 0624 / 2012

Sao Paulo, 20 de junho de 2012.

REF.: DEPOSITO DO PEDIDO DE PATENTE DE INVENCAO "PROCESSO SINTETICO PARA
A PRODUCAO E USO DE NANOCAPSULAS MULTIPAREDES COMPLEXADAS COM
iONS METALICOS”

Senhor(a) Professor(a),

Informamos a V.Sa. que o(s) pedido(s) de patente(s) em referéncia recebeu(ram) o(s) ne P.I.
1.106.193-6.

Em 19.06.12 foi publicado na Revista Propriedade Industrial - RPI N°. 2163, pag. 65, o item
2.10 (REQUERIMENTO DO PEDIDO DE PATENTE), conforme cépia(s) anexa.

Outrossim, comunicamos para os devidos fins que este pedido estd sendo gerenciado pela
equipe UFRGS.

Colocamo-nos a inteira disposicdo para eventuais esclarecimentos que se fizerem

necessarios.

Atenciosamente,

Cleide do Nasc. G. Vieira
Téc. Adm. de Apoio a Inovagao

IIm°(?). Sr(?).

Prof(?). Dr(?). DULCINEIA SAES PARRA ABDALLA
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - FCF
DEPTO: Analises Clinicas e Toxicolégicas

AGENCIA USP INOVACAO
AV. BRASIL, 1971- JARDIM PAULISTA - SAO PAULO - S. P. 01431 - 001
TEL.: (11) 3091.4474 / 4415 - http://www.inovacao.usp.br - e-mail: inovacao@usp.br



ANEXO 7 - DEPOSITO DA PATENTE 10 2012 025132-9

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
npoevacao

OF. AG. USP Inovagao / 0398 / 2013

Sao Paulo, 12 de junho de 2013.

REF.: "BR 10 2012 025132-9 DE 02.10.2012"

Senhor(a) Diretor(a)

Informamos a V.Sa. que em 04.06.13 foi publicado na Revista da Propriedade Industrial - RPI
N°. 2213, pag. 109 o item 2.1 (NOTIFICAGAO DE DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE), do(s)

pedido(s) de patente(s) em referéncia, conforme cépia(s) anexa.

Colocamo-nos a inteira disposigcao para eventuais esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Atenciosamente,

Jussara S. Ferreira
Ch. Seg. Apoio a Inovagéao

lIm°(2). Sr(?).

Prof(?). Dr(?). DULCINEIA SAES PARRA ABDALA
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS - FCF
DEPTO.: Anélises Clinicas e Toxicologicas

c.C.

[Im°(®). Sr(?).

ADALBERTO CHEIRAN - Assistente de Propriedade Intelectual
SEDETEC/UFRGS

Praga Argentina, s/n, Prédio Chateau

Porto Alegre - RS - 90040-020

[Im°(?). Sr(?).

MARCIA ADJUTO BOAVENTURA ABRITTA AGUIAR - D.D. Coordenadora
Nucleo de Propriedade Intelectual e Transferéncia de Tecnologia - NUPITEC
Geréncia de Inovagao e Transferéncia de Tecnologia - GITT

Centro de Apoio ao Desenvolvimento Tecnoldgico - Universidade de Brasilia
Campus Universitario Darcy Ribeiro - Edificio CDT - 70910-900

AGENCIA USP INOVAGCAO

AV. BRASIL, 1971 - JARDIM PAULISTA - SAO PAULO - SP 01431-001

TEL.: (11) 3091.4474 / 4415 / 2935 - http://www.usp.br/inovacao - e-mail: inovacao@usp.br
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ANEXO 8 - ARTIGOS PUBLICADOS EM PERIODICOS

Pharm Res
DOI 10.1007/s11095-014-1392-5

RESEARCH PAPER

New strategy to surface functionalization of polymeric
nanoparticles: one-pot synthesis of scFv anti-LDL(-)

-functionalized nanocapsules

Eduardo A. Bender » Marcela F Cavalcante « Marcia D. Adorne « Leticia M. Colomé « Silvia S. Guterres « Dulcinéia S. P Abdalla

Adriana R. Pohlmann

Received: 24 January 2014 / Accepted: 15 April 2014
© Springer Science+Business Media New York 2014

ABSTRACT

Purpose In general, the surface functionalization of poly-
meric nanoparticles is carried out by covalently bounding
ligands to the nanoparticle surface. This process can cause
a lack or decrease of the ligand specificity to its target
receptor, besides the need of purification steps. We pro-
posed a ligand-metal-chitosan-lecithin complex as a new
strategy to functionalize the surface of biodegradable
nanoparticles.

Methods One pot synthesis of scFv anti-LDL(—)-functionalized
nanocapsules was carried out by self-assembly and interfacial
reactions. Particle sizing techniques, lipid peroxidation and molec-
ular recognition by enzyme linked immuno sorbent assays were
carried out.

Results The selected formulation had unimodal size distribution
with mean diameter of about |30 nm. The metals in the complex
did not enhance the oxidative stress, and the scFv anti-LDL(—)-
functionalized nanocapsules recognized LDL(—) and did not react
with native LDL indicating the maintenance of the active site of the
fragment.

Conclusions The one pot synthesis, using the ligand-metal-
chitosan-lecithin complex to functionalize the surface of the bio-
degradable nanocapsules, maintained the active site of the

Electronic supplementary material The online version of this article
(doi: 10.1007/511095-014-1392-5) contains supplementary material, which is
available to authorized users.

antibody fragment making the device interesting for applications
in nanomedicine.

KEY WORDS LDL single-chain fragment variable -
ligand-metal-chitosan-lecithin - lipid-core nanocapsules -
polycaprolactone

ABBREVIATIONS

DLS Dynamic light scattering

ELISA Enzyme linked immuno sorbent assay
LD Laser diffractometry

LDE Laser Doppler electrophoresis

LDL Low density lipoprotein

LDL(—-) Electronegative low density lipoprotein
LNC Lipid-core nanocapsules

MCMN Metal complex multi-wall nanocapsules
MDA Malondialdehyde

MN Multi-wall nanocapsules

nLDL Native low density lipoprotein

NTA Nanoparticle tracking analysis

PCL Poly(e-caprolactone)

PDI Polydispersity index

Phe Phenylalanine
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scFv anti-LDL(—)  Anti-electronegative LDL

single-chain fragment variable

SPAN Polydispersity

TBA Thiobarbituric acid

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances
TEM Transmission electron microscopy
INTRODUCTION

Nanotechnology has been impacting the development of new
products in the past 20 years. Specifically in the field of human
health, the evolution in nanomedicine has assumed an impor-
tant role to improve therapy and diagnosis with potential
applications in research, biomedicine or pharmaceutical and
chemical industries (1-5). Different materials have been pro-
posed to constitute the nanoparticles acting as drug delivery
systems or diagnosis agents.

The use of nanoparticles for passive targeting based on the
drug encapsulation, as well as for drug active targeting by
nanoparticle surface functionalization and the use of nano-
particles suitable for ¢ viwo monitoring have provided several
advantages over methods traditionally employed (4—6).
Among the main advantages of those nanoparticles, we can
cite the development and/or improvement of diagnose or
therapeutic methods, which provide better protection of
drugs, nucleic acids, peptides, antibodies and other biomole-
cules, when compared to conventional approaches (7-9).

Different materials can be used to prepare nanoparticles
such as ceramic, carbon nanotubes, organic polymers, lipids,
metal oxides and metals. Nanomaterials (nanostructured ma-
terials) are in general formed by elements or organic mole-
cules (1).

Among the biological applicability of metal nanostructures,
their use to identify or combat microorganisms such as
bacteria, fungi and viruses has been widely investigated (10).
Furthermore, antibody-coated gold nanoparticles or other
nanoparticles for viral detection as agents for images and for
the development of immunodiagnostic kits have been
described (5,11).

The active or passive targeting of nanoencapsulated drugs
in the body depends on the physico-chemical characteristics of
the nanocarriers rather than those of the drugs. Passive
targeting is dependent of the distribution size, shape and
wettability (hydrophilic surface) of the nanoparticles.
Whereas, active targeting involve the use of site specific con-
jugates peripherally bound to the nanostructures, which allow
the connections on particular sites in the body according to the
specificity of the ligand with the target molecular system (4,6).

The nanoparticle surface functionalization with ligands,
such as peptides, antibodies or antibody fragments is carried
out primarily by conjugation methods (12). Those ligands are
in general covalently bound either to the nanoparticle surface

@ Springer

or to a linker molecule, such as poly(ethylene glycol) (6,13).
Conjugation of the antibody can be random or site specific.
Random conjugation can cause a lack of the ligand specificity,
since the new chemical bond may occur exactly on the active
site of the binding antigen. In this case, the ability of those
particles to specifically binding to its target receptor might be
decreased (4). On the other hand, a strategy of site specific
binding assures full ligands activity. Besides, the one-pot syn-
theses of surface functionalized nanoparticles may constitute a
versatile strategy to have different nanoparticles prepared with
similar core-structures with a variety of ligands at their surface.
The advantage of this strategy is the rapid and economic
synthesis of surface-functionalized nanoparticles.
Nevertheless, the challenge of that approach is to obtain the
products in one-pot synthesis with no need of purification
steps.

In the past few years, we developed two different structures:
the lipid-core nanocapsules (14,15) and the spray-dried
chitosan-metal microparticles (16). The former are
nanocapsules containing a dispersion of caprylic/capric tri-
glyceride and sorbitan monostearate, as core, poly(e-
caprolactone), as polymer hydrophobic wall, and polysorbate
80 micelles, as coating material to give the necessary wettabil-
ity to prevent agglomeration of the nanoparticles in the aque-
ous phase. The latter structures are spray-dried microparticles
of chitosan-metal complexes, which surface was cross-linked
with glutaraldehyde. Earlier studies had investigated a metal
complexation with chitin (chitosan precursor) by infrared and
Massbauer spectroscopy (17). The metal complex is formed as
a chelate by coordinating with the oxygen and nitrogen atoms
of the polysaccharide. Besides, recently we developed
chitosan-coated lipid-core nanocapsules in aqueous turbid
solution (18) demonstrating the technological feasibility of
coating lipid-core nanocapsules, when lecithin is a co-
surfactant. Moreover, we demonstrated the blood compatibil-
ity of those nanocapsules.

To raise our hypothesis we considered that the lipid-core
nanocapsules are kinetically stable colloids (19) and showed to
be a promising platform as drug delivery systems (20); addi-
tionally, we took into consideration that the spray-dried
chitosan-metal microparticles are able to chemically bound
ciprofloxacin by coordination with the metal complexed with
the polysaccharide (16). In this way, we hypothesized that a
lipid-core nanocapsule could constitute the core of a new
nanoparticle having lecithin-chitosan, as coating, complexed
with metals, which, in turns, could complex molecules or
macromolecules having different organic functional groups
containing heteroatoms such as oxygen, nitrogen, sulfur and
phosphorus. The new nanoparticles were called “Metal
Complex Multi-wall Nanocapsules” (MCMN).

Taking all above into consideration, our objective was to
synthesize a new surface-functionalized nanoparticle by pre-
paring lipid-core nanocapsules stabilized with lecithin-
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polysorbate 80, coated with chitosan, which is complexed with
iron or zinc to bind an antibody fragment. To validate our
hypothesis, phenylalanine was used as ligand model to devel-
op the nanoparticles, and the anti-electronegative LDL single-
chain fragment variable [scFv anti-LDL(—)] was selected as
example to demonstrate the application of the approach. To
evaluate the potential contribution of the new nanoparticles to
the oxidative stress, an i vitro lipid peroxidation assay, using
liposomes as substrate, was carried out. Furthermore, to eval-
uate and guarantee the viability of the ligand, molecular
recognition assays against native LDL (nLDL) and electroneg-
ative LDL subfraction [LDIL(—)] were performed. If the ter-
tiary structure of scFv anti-LDL(—) is intact after binding to
the metal at the surface of the MCMN,; the new nanoparticles
would be able to distinguish native LDL and LDL(-), since
this antibody fragment is specific for the latter. To validate the
result, the molecular recognition was also performed using
2C7 monoclonal antibody to detect the specific binding in an
enzyme linked immuno sorbent assay.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Poly(e-caprolactone) (PCL) (a,0-dihydroxy functional poly-
mer; Mn: 10,000 g mol~!, Mw: 14,000 g molfl), sorbitan
monostearate (Span 60®), chitosan low molar weight (Mw:
50,000-190,000 g mol~', 75-85% deacetylated polymer),
zinc acetate and iron (IT) chloride tetrahydrate were supplied
by Sigma-Aldrich Co. Caprylic/capric triglyceride and poly-
sorbate 80 were delivered by Delaware (Porto Alegre, Brazil).
Lipoid S75 (soybean lecithin) was obtained from Lipoid
(Germany). All aqueous solutions were prepared using deion-
ized water (resistivity of 18.2 M) obtained with a Millipore
Direct-Q® system. Phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4,
was obtained from Laborclin (Brazil). The solvents, acetone
(analytical grade) and ethanol (analytical grade), were obtain-
ed from Nuclear (Brazil). All reagents were used as received.

One-pot Synthesis of the Surface-Functionalized
Metal-Complex Multi-Wall Nanocapsules (MCMN)

In a flask, poly(e-caprolactone) (0.1 g), sorbitan monostearate
(0.04 g), caprylic/capric triglyceride (0.120 g) were dissolved
in acetone (25 mL) (1 h at 40°C). Then, a solution of soybean
phosphatidylcholine (Lipoid S 75®) (0.03 g) in ethanol (5 mL)
was added. This organic phase was poured into a round
bottom flask containing polysorbate 80 (0.08 g) in water
(50 mL) under magnetic stirring at room temperature. After
10 min, the round bottom flask was connected to a rotative
evaporator to eliminate acetone and concentrate the turbid
solution under reduced pressure (35—40°C) to a volume of

9 mL. In a separate flask, a 0.3% chitosan aqucous solution
was prepared using 1% acetic acid. This chitosan solution was
filtered and slowly added (1 mL) over the turbid solution
under moderate magnetic stirring. After 4 h, the iron (II)
chloride tetrahydrate aqueous solution or the zinc acetate
aqueous solution was slowly added into the reaction medium
under magnetic stirring (500 rpm) and, then, the ligand aque-
ous solution was added using an excess (3:1 mol/mol, ligand/
metal) to passivate the nanocapsule surface and stabilize the
colloids.

A variety of formulations was prepared using two different
concentrations of Fe?* (50 and 100 pg mL~") and four differ-
ent concentrations of Zn®" (10, 25, 50 and 100 ug mL ™).

To develop and optimize the synthesis, phenylalanine was
used as model ligand. To demonstrate the applicability of the
synthesis, scFv anti-LDI(-) was used at 100 or 200 pg mL™'
as ligand at the surface of the MCMN.

Physicochemical Characterization
of the Surface-Functionalized Metal-Complex
Muiti-Wall Nanocapsules (MCMN)

The pH values of the MCMN were determined using a
potentiometer B474 (Micronal, Brazil). The nanocapsule
aqueous suspensions were characterized with respect to their
mean diameter, polydispersity index (PDI) and zeta potencial
(€) by dynamic light scattering (DLS) and laser Doppler elec-
trophoresis (LDE) measured at 25°C (Zetasizer® Nano ZS,
Malvern Instruments Ltd., UK). Samples were previously
diluted with MilliQ® water and 0.01 mol L' NaCl aqueous
solution, respectively. The dilution media were filtered
(0.45 pm) before analyses, but each sample was directly used
without filtration or any other treatment avoiding sample
selection. The measurements were carried out using three
different batches for each formulation. Each analysis was
carried out using 20 scans for zeta potential and ten scans
for mean diameter. Mean values were obtained considering
triplicate of analysis for three batches. In this way, the stan-
dard deviations were calculated by the mean values among
the batches. The mean values of size distribution width were
calculated by the software Dispersion Technology Software
(version 4.00, 2002, Malverns Instruments Itd) using data from
three different batches analyzed in triplicate (n=3).

The size distribution measurement was also determined by
laser diffraction (LD) (Mastersizer 2000, Malvern Instruments
Ltd, UK) and nanoparticle tracking analysis (NTA)
(NanoSight LM10 & NTA 2.0 Analytical Software,
NanoSight Ltd). The latter also provided visual information
of the light scattered by the particle in solution. The video
images of the light scattered by the particle in Brownian
motion were followed in real-time via CCD camera. The
MCMN were diluted 5,000 times and each video clip was
captured over 120 s. NTA 2.0 Analytical Software
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(NanoSight®) was used for calculations. All measurements
were performed in triplicates.

Transmission Electron Microscopy

MCMN-Zn (25 pg mL ™" of zinc), MCMN-Fe (50 pg mL~" of
iron), and Phe-MCMN-Zn (25 ug mL ™" of zinc) and Phe-
MCMN-Fe (50 pug mL™" of iron) prepared with
phenylalanine/metal at 3:1 molar ratio were diluted with
water and deposited on specimen grid (Formvar Carbon
support film, Electron Microscopy Sciences). Uranyl acetate
solution (2%, w/v) was used as contrast agent (negatively
stained). The transmission electron microscope (TEM; JEM
1200 Exll) was operating at 80 kV at the Centro de Microscopia
Eletronica from the Federal University of Rio Grande do Sul
(UFRGS).

Evaluation of In Vitro Lipid Peroxidation

In this assay, phosphatidylcholine (Lipoid S-75) liposomes
(50 mg mL ") were prepared by reverse-phase evaporation
to act as substrate to lipid peroxidation. In vitro lipid peroxi-
dation experiments were conducted as previously described
(21) with some modifications.

The extent of lipid peroxidation was determined by the
thiobarbituric acid method. The amount of lipid peroxidation
was quantified by interpolating the experimental absorbance
with the malondialdehyde responses obtained using the cor-
relation curve of malondialdehyde substance reference and
expressed as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS).
The curve had a correlation coefficient of 0.997, a slope of
0.165 and an intercept of —0.0055.

We prepared different controls: one positive and two neg-
ative controls. The positive control consisted of a buffered
reaction medium containing 10 pL of 500 mmol L™
FeSOy; 10 plL of 10 mmol L™ ascorbic acid and 53.6 pL of
phosphatidylcholine liposomes. The negative controls were:
(1) control of background absorbance: medium containing
ascorbic acid and liposomes in buffered medium, and (2)
control of absorbance due to the chitosan reactivity: medium
containing ascorbic acid, liposomes in buffered medium
added of MN formulation.

We also compared the lipid peroxidation response of
FeCly.4H,O and zinc acetate aqueous solutions at the same
concentrations of the metals in the formulations. Additionally,
we also compared the Phe-MCMN-Zn and Phe-MCMN-Fe
formulations with those metals free (LNC and MN). The test
samples were prepared by adding 20 pL of 1 M Tris-HCI
buffer, pH 7.4, in test tubes. Then, 5.86 pL of the samples
[LNC, MN, Phe-MCMN-Zn (25 ug mL ! of zinc) and Phe-
MCMN-Fe (50 pg mL™" of iron)] were added in cach test
tube. All formulations were diluted in the same concentration
of particles per volume.
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All reaction media had a final volume of 200 pL, after
adding all reagents using distilled water to adjust the volume
when needed. In this case, the positive control received
106.4 pL; the negative controls (1) and (2), 116.4 pL and
110.5 pL, respectively; and all other samples [LNC, MN, Phe-
MCMN-Zn (25 pg mL™" of zinc) and Phe-MCMN-Fe
(50 pg mL~" of iron)] received 100.4 pL of distilled water.

Each test sample reaction was initiated by adding, in each
test tube, 10 puL of 500 mmol L™ FeSO, solution, 10 pL of
10 mmol L™ ascorbic acid and 53.6 uL of phosphatidylcho-
line liposome. All reaction media were incubated for 30 min at
37°C. Then, 200 uL of TCA (trichloroacetic acid 12%) and of
TBA (thiobarbituric acid 0.73%) were added under stirring
and maintained for 30 min at 100°C. Each reaction medium
was centrifuged (15,300 %X g) for 10 min at room temperature
(Sigma 1-14, SIGMA Laborzentrifugen GmbH, Germany)
and analyzed by spectrophotometry at 535 nm (UV-1601 PC
Spectrophotometer, Schimadzu, Japan). The experimental
absorbance for the reactions of FeCly.4H,O and zinc acetate
aqueous solutions, as well as of LNC was obtained by
subtracting the absorbance observed from the absorbance of
the negative control (1). Furthermore, the experimental ab-
sorbance for the reactions of MN, Phe-MCMN-Zn
(25 pg mL™" of zinc) and Phe-MCMN-Fe (50 pg mL™" of
iron) was obtained by subtracting the absorbance observed
from the absorbance of the negative control (2). The solutions
and formulations were prepared in triplicate batches, and one
replicate of each batch was reacted with FeSO, and ascorbic
acid in the presence of phosphatidylcholine liposome.

Molecular Recognition Against Native
LDL and LDL(-)

Ethics Approval

The LDL subfractions were isolated from human blood,
which experimental protocols were approved by the
Research Ethics Committee of the Faculty of
Pharmaceutical Sciences of the University of Sao Paulo.

Dynamic Light Scattering

Two subfractions of low density lipoprotein [native LDL and
LDL(-)] were used in order to evaluate the selective reactivity
of sckFv anti-LDI(-) after complexation at the MCMN sur-
face. Both LDL subfractions were isolated from human plas-
ma as previously reported (22). The i vitro molecular recog-
nition assay was based on the reactivity of LDL(—) with sckFv
anti-LDL(—)-functionalized nanocapsules. In this way, dy-
namic light scattering (DLS) was used to evaluate the reactiv-
ity by observing the variation of mean particle diameter and
polydispersity index (PDI) as a function of the concentration of

LDL(-).
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The first step consisted of incubating LDL(—) or native
LDL with scFv anti-LDL(—)-functionalized nanocapsules
[prepared with zinc at 25 mg mL™" and scFv ant-LDI{-) at
25, 50 or 100 ug mL™"]. In separate flasks, 25 pL of the
LDL(-) solution (361.6 ug mL™") were added of 25 uL of
each formulation [scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn)]. In parallel,
the same procedure was carried out using 25 uL of the native
LDL solution (690 pg mL ") and 25 uL of cach formulation
[scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn at 25, 50 or 100 ug mL™"].
Using an automated pipettor, each sample was mixed thor-
oughly for 10x and subsequently incubated at 25°C for 2 min
prior to DLS evaluation. The mean sizes (z-average) and size
distributions were calculated by the Dispersion Technology
Software (version 4.00, 2002 Malverns Instruments ltd) using
data from three different batches analyzed in triplicate (n=3).

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

ELISA assays were carried out according to a previous work
(23) with modifications. The 96-well plates were coated with
25 pg mL™! of scFv anti-LDL(~)-MCMN-Zn or scFv anti-
LDL(—) solution (positive control) at 4°C overnight. Then,
2C7 monoclonal antibody, developed as previously described
(23), was added at a concentration of 10 pg mL™" and incu-
bated for 1 h at 37°C to recognize the LDL(—) binding to sckv
anti-LDL(—)-MCMN-Zn. In parallel, an assay using nLDL
was performed as negative control. A goat anti-mouse HRP
(diluted 1:1,500 with 1% skim milk; Immuno Tools; Cat. N.
22339919) was added for 1 h at 37°C. Specific binding was
detected with tetramethyl benzidine (TMB) substrate for color
development, and the absorbance was measured at 450 nm
using a microplate reader (Apollo LB 911; Berthold
Technologies). The data from two independent experiments,
performed in triplicate, were analyzed using ANOVA test and
all calculations were performed using GraphPad Prism
software.

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis of the Metal-Complex Multi-wall
Nanocapsules

The metal-complex multi-wall nanocapsules, represented
schematically in Fig. 1, are formed by an organogel as core,
poly(e-caprolactone) as first wall, polysorbate 80 and lecithin
as stabilizer system, chitosan as second wall complexed with
metals (iron or zinc). We selected iron and zinc as metals in
this approach because they are biocompatible and essential
elements for the body (24).

The coating of lipid-core nanocapsules (LNC) with the
cationic polymer (chitosan) is a critical step to reach the
supramolecular structure of multi-wall nanocapsules (MN).

Lipid core

Polymeric membrane

Chitosan coating

o~ 000 5
Metal complex

Fig. | Schematic representation of the MCMN structure containing iron or
zinc as metal complex at the surface.

Initially, we tried unsuccessfully reacting LNC with 1% and
2% chitosan aqueous solutions. Then, better results were
obtained using chitosan solutions at 0.3% and 0.5%.
Chitosan at 0.3% produced better reproducible MN formu-
lations having unimodal and nanoscopic particle size profiles
(Fig. 2a). The almost superimposed granulometric profiles
comparing the size distribution by volume to the size distribu-
tion by number of particles indicated a high homogeneity of
the sample in particle sizes. The formation of multi-wall
nanocapsules is based on the electrostatic interactions at their
surface between the ammonium groups of chitosan and the
negatively charge groups present in Lipoid S75 (lecithin) as
impurities. The addition of the Fe™* or Zn™? solution into the
suspension containing the multi-wall nanocapsules leads to the
chitosan-metal complex formation. This complex is highly
reactive, and, then, capable of combining with different mo-
lecular or macromolecular compounds.

At a first approach, the aminoacid phenylalanine was used
to passivate the surface of the metal-complex multi-wall
nanocapsules (MCMN). In all formulations, the aminoacid
was used in excess in relation to the stoichiometry of the metal
(3:1, mol/mol) to guarantee the passivation of the surface,
avoiding aggregation of the nanoparticles. For Phe-MCMN-
Fe, we observed unimodal distributions when 50 pg mL™
iron was added with a volume-weighted mean diameter
(D[4,3]) of 130 nm and polydispersity (SPAN) of 0.96
(Fig. 2b). However, when 100 pg mL™" iron was used a
bimodal profile was observed (Fig. 2c). As a consequence,
D[4,3] was 1.10 pm with a SPAN of 1.02 for the latter.
Both formulations had unimodal granulometric profiles cal-
culated by number of particles indicating that the latter is
contaminated with few micrometric particles. In this case,
the results indicated that 100 ug mL ™" iron was in excess
compared to the concentration of chitosan. This excess caused
aggregation of the particles in suspension and as a conse-
quence the microscopic contamination.

In parallel, MN added of zinc at concentrations equal or
lower than 25 pg mL™" followed by the addition of phenylal-
anine (3:1, mol/mol) showed unimodal granulometric profiles
for the Phe-MCMN-Zn formed with narrow size distributions
(Fig. 2d and ¢). Whereas, MN added of 50 pg mL™" or
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<« Fig. 2 Granulometric profiles obtained by laser diffractometry (Mastersizer
2000) of (@) MN, (b) Phe-MCMN-Fe 50 pgmL ™', (€) Phe-MCMN-Fe
100 pgmL™", (d) Phe-MCMN-Zn 10 ug.mL~", (e) Phe-MCMN-Zn
25 ugmL™", (f) Phe-MCMN-Zn 50 ug.mL™" and (g) Phe-MCMN-Zn
100 ug.mL™". Measurements were made in triplicate of batches.

100 pg mL™" zinc and phenylalanine (3:1, mol/mol) favored
the aggregation of the particles with consequent instability of
the colloidal system (Fig. 2f and g). The D[4,3] and SPAN
values for Phe-MCMN-Zn after adding zinc (10 pg mL™",
25 pg mL™", 50 pg mL™" and 100 pg mL™") and phenylala-
nine (3:1, mol/mol) were respectively 124 nm and 0.87;
128 nm and 0.87; 1,300 nm and 1.01; and 1,420 nm and 2.65.

MCMN systems containing iron or zinc were also investi-
gated without adding phenylalanine to surface passivation.
MN samples were added exclusively of zinc or iron at the
same concentrations described above. MCMN-Fe and
MCMN-Zn showed polymodal granulometric profiles
(Fig. 3). Thus, the metal complexed with MCMN is
highly reactive easily combining with near nanocapsules
causing an aggregation process, and consequently the
formation of the microparticles. This process was increasingly
evident as higher was the concentrations of the metals in the

formulations.
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Considering the high reactivity of the surface of
MCMN, passivation is crucial to reach kinetically stable
colloidal suspensions. Phenylalanine was essential for
blocking the cross-linking of chitosan between neighbor-
ing particles. In our study, phenylalanine was added
exactly 1 min after the addition of the metal ions in
solution. Preliminary studies showed the lack of stability
testing the addition of phenylalanine after 30 min, 15 min or
5 min.

The pre-formulation study was carried out using Laser
diffractometry as technique to distinguish satisfactory the par-
ticle size profiles (unimodal at the nanoscopic scale from
multimodal and/or presence of microscopic contaminants).
Two formulations were selected for further analysis in order to
better characterize their nanoscopic populations: Phe-
MCMN-Fe prepared using iron at 50 pg mL™", and Phe-
MCMN-Zn prepared using zinc at 25 g mL ™", In this way,
the particle size distributions were investigated using
Zetasizer® ZS and NanoSight®.

The zeta potential values varied from —10.1+0.6 mV
(LNC) to +8.2£0.3 mV (MN) after coating the nanocapsules
with chitosan. It is interesting to note that unimodal peaks of
zeta potential distributions were observed for both LNC and
MN formulations with reproducible profiles for different
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Fig. 3 Granulometric proflies by laser diffractometry (Mastersizer 2000) of MCMN-Fe and MCMN-Zn obtained with different concentrations of iron and zinc.
Measurements were made in triplicate of batches (n = 3) without adding phenylalanine.
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Table | Particle Size Distributions for LNC, MN, Phe-MCMN-Fe (50 ug.mL~") and Phe-MCMN-Zn (25 ugmlL™")

Particle diameters

Formulation z-average® (nm) \ntens'rtyb Volume Number

Peak® (nm) Width (nm) Peak® (nm) Width (nm) Peak® (nm) Width (nm)
LNC 123 +1.05 141 53 117 53 80 27
MN 133£3.11* 160 70 130 71 76 29
Phe-MCMN-Fe 133 +0.78*% l6l 74 129 75 75 28
Phe-MCMN-Zn 139 +0.42% 159 54 128 56 77 30

*Mean diameter calculated by the method of cumulants and standard deviations obtained from triplicate batches (n=3)

® Mean diameter calculated by the CONTIN algorithm
“Unimodal particle size distributions
*»<0.05, Tukey Test

batches (Supplementary material). The results indicated the
high homogeneity of coating by the cationic polymer.
Regarding the dynamic light scattering analysis
(Zetasizer®), a single exponential was fit to the correlation
functions (Cumulants analysis). In this way, the z-average
diameters showed an increase in the mean size of the particles
after coating them with chitosan (about 10 to 15 nm, p<0.05)
remaining constant with the addition of the metal (Table I). In
addition, the particle size distributions by intensity were cal-
culated by fitting a multiple exponential to the correlation
functions (CONTIN algorithm). The results showed an in-
crease of 20 nm after coating the LNC with the cationic
polysaccharide, chitosan (Table I). The metal complexation
at the nanocapsule surface had no influence on the size

Fig. 4 Particle size distributions a
(nm), sample video frame

(picture in black) and distribution
data by NTA of LNC (a), MN (b),
Phe-MCMN-Fe (50 ug.mL™")

(€) and Phe-MCMN-Zn

(25 pgmL™") (d).

Total concentration: 9.5'2 particles.ml*!

distributions (p>0.05). The polydispersity indexes (PDI) were
lower than 0.21 for all formulations corroborating that those
formulations have a great homogeneity and narrow particle
size distributions.

In parallel, comparing the size distributions of the formu-
lations by intensity, volume and number (Zetasizer®), high
homogeneity in particle sizes were verified since the mean
diameters varied few nanometers for each formulation
(Table I). The slight decrease in the mean sizes regard-
ing the distributions by intensity, volume and number
was expected considering that the intensity of scattering
is proportional to d° from Rayleigh approximation com-

pared to & for volume and @’ each particle interacting with
the laser beam.

b

Distribution data Distribution data
Mean: 133 nm SD: 47 nm Mean: 152 nm SD: 42nm
Mode: 116 nm Mode: 138 nm

Total concentration: 6.8'2 particles.m!*'

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 nm

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 nm

| -

Distribution data Distribution data
Mean; 144 nm SD: 62 nm Mean: 151 nm SD: 52 nm
Mode: 113 nm Mode: 125 nm
Total ion: 1.23 particles.ml! Total concentration: 1.1'3 particles.ml!
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Nanoparticle tracking analysis (NanoSight®) can be used
as an alternative to Dynamic Light Scattering (DLS) to deter-
mine the size distribution profiles of the formulations. The
advantage of this technique is that the measurements are
carried out by observing the light scattered from individual
nanoparticles. In this way, the results are expressed in number
of particles (25,26). NTA analysis is also based on the diffu-
sional coeflicient of the particles in Brownian motion relating
this movement to their equivalent hydrodynamic diameters.
Due to the particle-by-particle measurement basis, NTA is
able to characterize better the polydisperse samples.
The particle-by-particle approach allows the resolution
of discrete populations of similar sizes. The formulations
were diluted in water showing mean diameters of
133 nm (LNC), 152 nm (MN), 144 nm [Phe-MCMN-Fe
(50 pg mL™" of iron)] and 151 nm [Phe-MCMN-Zn
(25 pg mL™" of zinc)] (Fig. 4).

All formulations presented narrow size distributions. An
increase in the particle size was observed comparing LNC to
MN samples. The addition of iron (50 pg mL ") and znc
(25 pg mL ") did not affect the width of the distributions. The
mean size diameters by NTA are slightly higher than the
values obtained by Zetasizer® analysis. The difference could
be attributed to the different particle counts between each
technique (26). Spectroscopic analysis (Fourier transform

Fig.5 Photomicrographs obtained
by TEM of Phe-MCMN-Fe (a) and
MCMN-Fe (b), and of Phe-
MCMN-Zn (c) and MCMN-Zn (d)
(bar=200 nm).

Table Il Lipid Peroxidation Expressed as Thiobarbituric Acid Reactive
Substances (TBARS) for the Formulations (LNC, MN, Phe-MCMN-Fe and
Phe-MCMN-Zn) and the Iron and Zinc Solutions (Fe*" and Zn*")

Formulations Lipid peroxidation® (nmols TBARS mL ™ ")
Positive control 129+0.17

Fe?™ solution 152+1.3

Zn?* solution 12.7+0.8°

LNC 5.1+2.1°

MN 6.9+0.9[6.6+09P

Phe-MCMN-Fe 80+08[7.6+0.5P

Phe-MCMN-Zn 73+0.6[69+0.6]

*Values in brackets calculated by discounting the background absorbance
generated by the chitosan reactivity

Different letters indicate statistically different values (p <0.05, Tukey test)

infrared and nuclear magnetic resonance) carried out to elu-
cidate the structure of the nanocapsules did not show any peak
relative to chitosan (data not shown). The results can be
explained by the lack of sensitivity of those techniques consid-

ering the small mass of chitosan in our formulations compared
to the mass of the other constituents. The mass of chitosan is
distributed at the surface of the nanocapsules causing an
increase about 10 to 20 nm (cumulants or CONTIN) in their
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average diameters, as well as an inversion in the zeta potential
from negative to positive.

Images obtained by TEM for MCMN-Fe and Phe-
MCMN-Fe at 50 pg mL™" of iron and for MCMN-Zn
and Phe-MCMN-Zn at 25 pg mL™" of zinc showed the
influence of phenylalanine in avoiding aggregation. Phe-
MCMN:-Fe and Phe-MCMN-Zn had particles spherical-
ly shaped (Fig 5a and c), while MCMN-Fe and MCMN-
Zn showed agglomerates (Fig 5b and d). The images illustrate
the results obtained by Laser diffractometry. The Phe-
MCMN-Fe and Phe-MCMN-Zn had similar particle mean
diameters to those determined by DLS and NTA (below
200 nm).

Different mechanisms have being proposed for the
metal-chitosan complex. Zimmermann and co-workers
(27) have proposed a hexacoordinate complex for iron-
crosslinked chitosan and Tang and Hon (28) have con-
sidered a tetrahedral coordination as plausible mecha-
nisms for the zinc-chitosan complex. We could envisage
that similar mechanisms could occur to form Phe-
MCMN:-Fe and Phe-MCMN-Zn considering the metal
complexation with the nitrogen atoms from the chitosan
portion and the oxygen atoms from the carbonyl
moieties of Phe.

In vitro Lipid Peroxidation

In vitro lipid peroxidation was investigated to determine the
applicability of the new carriers specially the MCMN prepared
with iron, since the nanoparticle could act as potential oxidant
enhancing the oxidative stress and, therefore, being inadequate
for medical purposes. Oxidative processes are related to the
occurrence of a variety of changes in biological and biochem-
ical steps at the cellular level (29). The presence of antioxidants
in pharmaceutical dosage forms, such as nanoparticles, helps to
avoid the incidence of these events (29,30). Tests assessing lipid
peroxidation can be used to evaluate the i zitro occurrence of
oxidative processes (21,31). In this study, we determined the
extent of lipid peroxidation by the thiobarbituric acid method
using liposomes as substrate (Table II).

The experimental absorbances obtained for Fe** and Zn?*
solutions and LNC were subtracted from the absorbance of
the negative control (1) (0.51%0.04 nmol TBARS mL ™).
Likewise, the experimental absorbances obtained for MN,
Phe-MCMN-Zn and Phe-MCMN-Fe were subtracted from
the negative control (2) (0.49+0.06 nmol TBARS mL ™).

The measurements are based on the presence of a second-
ary product from the oxidation of polyunsaturated fatty acids,
known as malondialdehyde (MDA), and its complexation with
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One-Pot Synthesis of scFv Anti-LDL(—)-Functionalized Nanocapsules

Fig. 7 Mean particle diameter (z- 500
average) by dynamic light scattering
(Zetasizer® ZS) of scFv anti- 450
LDL(=)}MCMN-Zn [prepared
with zinc at 25 mg mL ™" and scfv 400 4
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the nucleophile group thiobarbituric acid (TBA). The reaction
promotes the formation of a chromophore with high molar
absorptivity in the visible spectrum (21,32). The results showed
that the Fe** and Zn*" solutions had similar values to the
positive control (12.9£0.1 TBARS mL"). However, the Phe-
MCMN-Zn and Phe-MCMN-Fe showed lower values of lipid
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Fig. 8 Evaluation of the specificity of scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn to
LDL(—) by ELISA. LDL(—) or nLDL were added at a concentration of
10 pg/mL to 96-well microplate coated with 25 pg.mL™" of scFv anti-
LDL(—=)-MCMN-Zn or scFv anti-LDL(—). A goat anti-mouse HRP was
diluted 1:1,500 and incubated for | h. TMB was used as substrate for color
development and the absorbance was measured at 450 nm. The results of
two independent experiments, performed in triplicate, are expressed as the
means +SD ***p <0.00| compared with control [scFv anti-LDL(—)-
MCMN-Zn + nLDL]; ANOVA followed by the Tukey-Kramer test.
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peroxidation in relation to the respective Fe”* and Zn*" solu-
tions (p<0.05). An important observation is that the extent of
lipid peroxidation caused by the formulations containing metals
(Phe-MCMN-Zn and Phe-MCMN-Fe) was similar to that
determined for LNC and MN, in which the metals are not
present (p>0.05), indicating that iron and zinc were not free in
solution but complexed with the nanocapsules. The formula-
tions decreased the ascorbyl radical formation and thereby
limited the peroxidation of the substrate (liposomes). Thus,
the results suggested that Phe-MCMN-Fe and Phe-MCMN-
Zn are not potential formulation to enhance the oxidative
stress.

Synthesis of scFv Anti-LDL(—)-Functionalized
Nanocapsules

The i vitro lipid peroxidation assay gave us evidence of pos-
sible applications of these new nanocapsules in therapeutics.
However, considering the possibility of i vivo release of iron
after 1.v. administration in further investigations, we firstly
selected the zinc, as metal, specifically to synthetize the scFv
anti-LDI/—) surface functionalized nanocapsules, since the
future application of those nanoparticles in an atherosclerosis
experimental model could be compromised by the potential
iron release.

Anti-clectronegative LDL single-chain fragment variable
[scFv anti-LDL/—)], expressed in P. pastoris (23), was added
just after the addition of zinc acetate solution in the MN

formulation. The recombinant antibody fragment contains
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the complete binding site to the [LDL(—)] antigen.
Furthermore, the C-terminal portion of the protein has an
insertion of six histidine residues (hexahistidine) which can
specifically bind to zinc at the MCMN-Zn surface.

MCMN-Zn samples were added of two different concen-
trations of scFv anti-LDIJ(—) (Fig. 6). The mean particle diam-
eters (z-average) and PDI were 146 nm and 0.16 after adding
100 pg mL™" of scFyv anti-LDI{—), and 197 nm and 0.25 after
adding 200 pg mL™' of scFv ant-LDIL(-). For both
formulations, we observed an increase in the mean
particle size as compared to MN (133 nm and 0.12).
For each formulation, the narrow peak and the absence of
secondary peaks in the size distribution profiles suggested the
effective binding of the antibody fragments to the nanoparticle
surfaces.

Molecular Recognition

Once formed, the complex sckv anti-LDL(—)-MCMN-Zn
should maintain the ability to bind with LDL(=). Thus,  vitro
tests were carried out comparing the reactivity of LDL(—) to
native LDL with scFv ant-LDIL(—)-MCMN-Zn.

The mean particle size of 22 nm was previously determined
for LDL(—) (33,34). Therefore, because LDL(—) is highly
specific to scl'v anti-LDL(—) our strategy was based on the
increase in the mean particles size of the colloids after reacting
LDL(—) with scFv anti-LDI(—)-MCMN-Zn (positive recogni-
tion). Because of the lack of specificity of native LDL for sckFv
anti-LDL(—)-MCMN-Zn, no size variation was expected to be
observed (negative recognition). To verify this hypothesis, we
assay sclv anti-LDL(—)-MCMN-Zn [prepared with zinc at
25 mg mL " and scFv anti-LDI(-) at 25, 50 or 100 pg mL "]
with native LDL and LDL(-) (Fig. 7).

In the recognition assay, the size variation (DLS) was
compared to the initial particle mean sizes (Fig. 7, la—c).
The particle mean sizes did not vary with the increase in the
scFv concentration in the formulation. Continuing our study,
the scFv anti-LDI(—)-MCMN-Zn added of native LDL or
LDL(—) showed significant (p<0.05) different mean particle
diameters (z-average) (Fig. 7, 2a—c and 3a—c). Moreover, scF'v
anti-LDL(—)-MCMN-Zn added of LDL(—) showed increased
mean particle diameters (p <0.05) as a function of the con-
centration of sckFv anti-LDL(—) in the formulation. After
adding LDL(—), the mean particle diameter and PDI for the
complex LDL(—)-scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn (prepared at
100 pg mL ™" of scFv) were 403 nm and 0.26, while for the
colloidal solution of scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn added of
native LDL those values were 127 nm and 0.18, respectively.
On the contrary, we observe that all reactions carried out with
sckFv ant-LDL(—)-MCMN-Zn added of native LDL showed
similar particle sizes (p>0.05) (Fig. 7, 3a—c) due to the lack of
receptor in native LDL for a specific binding with scFv ant-
LDL(-). Our hypothesis was validated and the results
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indicated the maintenance of reactivity for scFv anti-
LDL(—)-MCMN-Zn added of LDL(-).

To verify quantitatively the reactivity, we performed an
ELISA assay in order to compare the reactivity of scFv ant-
LDL(-) to the reactivity of scFv anti-LDI(—)-MCMN-Zn with
LDL(-) (Fig. 8). The statistical analysis demonstrated that scIv
ant-LDL(—)-MCMN-Zn added of LDI(—) had similar reac-
tivity and specificity to sckFv anti-LDL(—) added of LDL(—). On
the other hand, the reactivity of sckFv anti-LDI(—)-MCMN-Zn
with LDL(—) was statistically significant higher (»<0.001) com-
pared to its reactivity with native LDL. The results showed that
cither reactivity or specificity of the scFv were preserved after its
binding to the MCMN-Zn surface.

The results open the possibility of applying this new strat-
egy as an interesting tool to bind diverse molecules or
macromolecules at the nanocapsule surface envisaging a
broad application for those new nanoparticles, including
active drug targeting or new theranostics. The new
nanocapsules could be administered by i.v., nasal, pulmonary
and oral routes.

CONCLUSIONS

We proposed a new strategy to functionalize the surface of
nanoparticles. The new metal-complex multiwall
nanocapsules are innovative considering the one-pot synthesis
of a completely biodegradable structure. The diverse response
of sclv anti-LDL(—)-functionalized nanocapsules after adding
either LDL(—) or native LDL indicate the maintenance of the
active site of the fragment after reacting with the metal at the
MCMN surface. Furthermore, the reactivity and the specific-
ity of scl'v anti-LDL(—)-MCMN-Zn in recognizing LDL(—)
was unequivocally demonstrated. The new approach to bind
ligands at the surface of biodegradable polymeric nanoparti-
cles did not affect the native conformation or the active site of
the antibody fragment. The performance of scFv anti-
LDL(—)-MCMN-Zn makes this supramolecular structure in-
teresting for applications in nanomedicine. Furthermore, the
synthetic approach is a solvent free process of surface decora-
tion with no need of further purification of the product.
Finally, the new strategy is an interesting tool to bind diverse
molecules or macromolecules at the nanoparticle surface en-
visaging a broad use for those new nanoparticles in
Pharmaceutical Nanotechnology.
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The in vivo modified forms of low-density lipoprotein (LDL) are important for the formation of foam cells and as mediators
of the immuno-inflammatory process involved in the progression of atherosclerosis. Electronegative LDL, LDL(-), is a LDL
subfraction with pro-inflammatory properties that is present in human blood. To investigate possible atheroprotective
effects, an anti-LDL(-) single-chain variable fragment (scFv) was expressed in the methylotrophic yeast Pichia pastoris
and its activity was evaluated in vitro against macrophages and in experimental atherosclerosis in Ldlr’~ mice. The
recombinant 2C7 scFv was produced in a yield of 9.5 mg of protein/L. The specificity and affinity of purified 2C7 scFv
against LDL(-) was confirmed by ELISA. To assess the activity of 2C7 scFv on foam cell formation, RAW 264.7 macrophages
were exposed to LDL(-) in the presence or absence of 2C7 scFv. The 2C7 scFv inhibited the uptake of LDL(-) by macrophages
in a dose-dependent manner, and internalization of LDL(-) by these cells was found to be mediated by the CD36 and
CD14 receptor. In addition, compared with untreated cells, lipid accumulation in macrophages was decreased, and the
expression of Cd36, TIr-4 and Cox-2 was downregulated in macrophages treated with 2C7 scFv. Importantly, compared
with untreated mice, the treatment of Ldlr’~ mice with 2C7 scFv decreased the atherosclerotic lesion area at the aortic
sinus. In conclusion, our data show that 2C7 scFv inhibits foam cell formation and atherosclerotic plaque development
by modulating the expression of genes relevant to atherogenesis. These results encourage further use of this antibody

fragment in the development of new therapeutic strategies that neutralize the pro-atherogenic effects of LDL(-).

Introduction

Recombinant monoclonal antibodies (mAbs) are used as thera-
peutic agents to treat autoimmune and inflammatory diseases
because of their high specificity and capacity to function as
high-affinity targeting reagents.'"? As of January 2013, 19
mAbs were in Phase 3 clinical trials for non-cancer purposes,
including AMG145 and alirocumab for high cholesterol treat-
ment, and an additional 10 mAbs were in Phase 3 studies as
treatments for cancer.® Although widely used for numerous
indications, full length mAb therapeutics have disadvantages
due to their large size, pharmacokinetics and restricted access to
some tissues. Molecular biology strategies thus have been used
to generate monovalent antigen-binding (Fab) or single chain
variable (scFv) fragments and divalent (e.g., Fab,', diabodies,
minibodies) antibody fragments that may also have clinical
ucility.*

*Correspondence to: Dulcineia S.P. Abdalla; Email: dspa@usp.br
Submitted: 02/19/13; Revised: 07/19/13; Accepted: 07/23/13
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mAbs

The scFv contains the smallest functional unit of the anti-
body. It is composed of the variable domains of antibody light
and heavy chains joined by a hydrophilic and flexible spacer
peptide that is 10 to 25 amino acid residues in length.* The
antibody binding site is kept intact within the scFv, and there
is usually no significant loss of specificity.” Pharmacokinetic
properties, however, are changed; for example, scFv are rapidly
cleared from the blood and have lower retention time in non-
target tissues.” A potential advantage conferred by the small
size of the scFv is access to hidden epitope regions where full-
length mAbs cannot reach. In addition, the cytoxicity of scFv
is reduced due to their faster removal from the circulation and
better disposal of immune complexes that are formed.! Because
they can be fused with proteins and peptides, the production of
scFvs against virtually any important therapeutic target could
provide biopharmaceuticals capable of neutralizing key soluble
proteins involved in the initiation and progression of diseases such
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primer libraries that recognize all VH
and VL chain V regions from murine
families. The analysis of the sequences
in the GenBank and Kabat databanks
showed that 2C7 mAb uses a VH seg-
ment from Vmu 3.2 (J558) and a Jh4
segment, while VL uses an 8.24/]k5
segment. The 2C7 scFv was assembled
based in the plgl6 vector, a vector for

bacterial expression, and then it was

end of the gene followed by a stop codon just before the EcoRI (E) site.

Figure 1. Schematic representation of the 2C7 scFv expression cassette. The scFv expression is driven
by the Pichia pastoris Alcohol Oxidase 1 promoter. The Saccharomyces cerevisiae a-mating type pre-
pro-protein leader sequence (PS) is upstream of the 2C7 scFv coding region. The VH gene is flanked
by Xmal (X) and Xba | (Xb) restrictions sites. After the linker peptide coding region (L), the VL coding
sequence is found in between Bglll (B) and Xho | (Xh) sites. A hexahistidine tag (H) is found at the 3'

subcloned into the P. pastoris expres-
sion vector pPIgLE, downstream of the
AOX1 promoter (Fig. 1). The expres-
sion of 2C7 scFv by recombinant P.
pastoris SMD1168 clone was induced

as chronic inflammation and cancer.” The size and simplicity of scFv
allow these molecules to be produced in simple heterologous expres-
sion systems like Pichia pastoris, which is a methylotrophic yeast
capable of metabolizing methanol as its sole carbon source that is
widely used for high-yield recombinant protein expression.

LDL(-) is an endogenous, minimally modified LDL subfraction
found in blood plasma.* Modified forms of LDL are immunogenic
and activate both cell-mediated and humoral immune responses,
which are pro-inflammatory and likely act in the progression of
the chronic inflammatory reaction that is characteristic of athero-
sclerosis.” The concentration of LDL(-) is elevated in the plasma of
patients at high risk for cardiovascular disease as a result of hyper-
cholesterolemia,'®!" hypertriglyceridemia,'? diabetes” or coronary
artery disease.”*"> LDL(-) has demonstrated pro-inflammatory and
pro-atherogenic properties that contribute to the development of
atherosclerosis by inducing the recruitment of monocytes to the
arterial wall, the secretion of pro-inflammatory mediators by macro-
phages and endothelial cells, and the induction of autoantibodies.'®
Macrophages retained in the vascular wall accumulate large amounts
of modified LDL and become foam cells."” Moreover, macrophages
produce pro-inflammatory cytokines and participate in functions
that integrate the innate and adaptive immune responses during
atherosclerosis, including expression of scavenger receptors, such as
CD36, and Toll-like receptors (TLRs), such as TLR-4."

We previously reported that passive immunization using an anti-
LDL(-) mAb in Ldlr”~ mice decreased both the cross-sectional area
and the number of foam cells in atherosclerotic lesions."” In this
study, we cloned and expressed an anti-LDL(-) 2C7 scFv in P. pasto-
7is and determined its anti-atherogenic activity on 264.7 RAW mac-
rophages and in LDL receptor gene knockout mice (Zdly”"). Our
findings reinforce the potential of novel antibody-based immuno-
therapeutic approaches that can lead to therapies for complex dis-
eases such as atherosclerosis.

Results
Obtention of the 2C7 scFv. The cDNAs that code for the

VH and VL of 2C7 mAb were obtained by reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction using specific immunoglobulin

mAbs

by adding 1% methanol and 0.1 M
PMSF every 24 h, at a temperature of
20°C. Under these conditions, we obtained a yield of 9.5 mg/L
scFv. The protein was purified by nickel affinity chromatography
and two bands were detected in the silver-stained polyacrylamide
gels and with western blotting (Fig. 2). The apparent affinity of
2C7 scFv for LDL(-) was assayed by direct ELISA using nLDL as
a negative control and 2C7 mADb as a positive control. The results
showed that cither recombinant 2C7 scFv or mAb were able to
bind specifically to LDL(-) (Fig. 3).

Analysis of glycosylation of the 2C7 scFv. The purified 2C7
scFv showed two bands in SDS-PAGE with apparent expected
MWs of 30 and 28 kDa, respectively, that were immunoreactive
with anti-His antibody. To investigate whether the two purified
bands were produced due to hyperglycosylation, the protein was
deglycosylated with Endo H. Only one putative N-glycosylation
site at CDR-1 of 2C7 scFv light chain was predicted using the
BioEdit software. The Endo H-treated material was analyzed by
gel electrophoresis and western blotting. The results showed that
the deglycosylation treatment of 2C7 scFv converted the two
bands into a single band, confirming the predicted glycosylation
(Fig. 4).

Detection of negatively charged LDL subfraction in blood
plasma of Ldly~ mice. The anion exchange FLPC chromarog-
raphy used to separate the LDL subfractions (Fig. 5A) showed
three peaks where the first corresponds to the components of
the antioxidant cockrail used to prevent oxidation of samples. A
second peak corresponds to the native LDL subfraction, similar
to the chromatogram of human LDL (Fig. 5B). The third peak
contains the LDL subfraction with the highest negative charge
(Fig. 5A-B) with a retention time similar to the human LDL(-)
subfraction. Thus, the peaks 2 and 3 detected in the fast protein
liquid chromatography (FPLC) chromatogram correspond to
mouse unmodified LDL(or nLDL) and to LDL(-), respectively.
To confirm the identity of the mice LDL subfractions isolated
by FPLC, ELISA assays were done with each of these LDL sub-
fractions and compared with nLDL and LDL(-) separated from
human LDL by using the 1A3 and 2C7 monoclonal antibodies
and the 2C7 scFv, developed by our group. The reactivity profiles
of both mouse and human LDL subfractions to the antibodies
were similar (Fig. 5C). The reactivity of the 1A3 mAb was lower
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Figure 2. Recombinant protein purification. (A) SDS-PAGE analysis of the protein purified by affinity chromatography from the crude supernatant in
line 2 and purified scFv protein from previously concentrated and dialyzed supernatant in line 3. Line 1 corresponds to molecular weight marker. (B)
Western blotting analysis. Line 1: purified scFv protein from previously concentrated and dialyzed supernatant. Line 2: purification from the crude

to human and murine LDL(-) compared with the 2C7 mAb and
the 2C7 scFv. Thus, the presence of LDL(-) in the LDL fraction
of Ldlr’~ mice was confirmed by physical chemical and antigenic
characteristics.

Macrophage viability. The MTT assay showed that cell
viability was not affected in the presence of up to 6.25 pg/mL
2C7 scFv (Fig. 6A). At the highest concentration tested (100
pg/mL 2C7 scFv), cell viability was approximately 60%. In the
flow cytometry assays, only 2C7 scFv concentrations higher than
6.25 pg/mL induced death compared with non-treated macro-
phages (Fig. 6B). The percentage of cell death relative to the log
of the concentration of 2C7 scFv is shown in Figure 6C; 50% of
total cell death (apoprosis + necrosis) occurred at 29.12 pg/mL
2C7 scFv. At 6.25 pg/mL 2C7 scFv, no significant changes were
observed in any stage of the cell cycle in relation to the control
(Fig. 6D).

LDL(-) uptake by RAW macrophages. The effect of 2C7 scFv
on the formation of foam cells by RAW 264.7 macrophages is
shown in Figure 7A. The macrophages incubated with LDL(-) in
the presence of 2C7 scFv showed a decrease in intracellular lipid
droplets compared with the macrophages treated with LDL(-) in
the absence of 2C7 scFv. The semi-quantification of foam cells
showed lower LDL(-) uptake by the macrophages when treated
with 2C7 scFv compared with untreated cells (Fig. 7B).

Receptor binding studies. To investigate the binding of
LDL(-) to RAW 264.7 macrophage receptors, studies were done
by flow cytometry and measurement of fluorescence intensity of
DIL-labeled LDL(-) to assess the uptake of LDL(-) by macro-
phages. Figure 8A—F show representative flow cytometry analy-
ses with median fluorescence intensity (MFI) illustrating the
autofluorescence of cells. The uptake of LDL(-)-DIL by mac-
rophages (positive control) was inhibited by antibodies reacting
with CD36 and CD14 (Fig. 8G). MFI values in Table 1 show
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Figure 3. Evaluation of the specificity of 2C7 scFv to LDL(-) by ELISA.
2C7 scFv was added at a concentration of 20 pg/mL to ELISA microplate
coated with 1 pg/mL of LDL(-) or nLDL. The microplate was incubated
with an anti-His mouse IgG antibody and HRP-conjugated anti-mouse
IgG. The absorbance was measured at 450 nm. The results of indepen-
dent experiments, performed in triplicate, are expressed as the means
+ SEM *p < 0.05; **p < 0.01 compared with control; ANOVA followed by
the Tukey-Kramer test.

that anti-CD36 and anti-CD14 antibodies were able to reduce
the uptake of LDL(-) by macrophages compared with the con-
trol. As expected, the anti-TLR4 antibody did not decreased fluo-
rescence intensity compared with control. In cells preincubated
with sets of anti-CD36/CD14 and anti-CD14/TLR4 antibod-
ies, there was greater reduction in LDL(-) uptake compared with
the incubation of anti-CD36/TLR4 antibodies, which showed
higher LDL(-) uptake compared with anti-CD14 antibody alone.
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showed an apparent affinity for LDL(-)
only slightly lower than that of the
parental 2C7 mAb. This result was
expected because scFvs are monova-
lent, whereas the full length mAb har-

bands shown in the untreated samples (line 1).

The DIL-labeled LDL(-) uptake by RAW macrophages was
decreased by 2C7 scFv in relation to the uptake of DIL-LDL(-)
alone (Fig. 9A-C). The higher the 2C7 scFv concentration, the
lower the uptake of LDL(-), as shown in Figure 9D. Also, treat-
ment of LDL(-) and 2C7 scFv induced low death in cells by apop-
tosis and necrosis assays, so the results with only viable cells were
demonstrated (Fig. 9E).

Expression of pro-atherogenic genes in macrophages. To
understand the mechanisms of action of 2C7 scFv on RAW mac-
rophages treated with LDL(-), the expression of several genes
linked to the development of atherosclerosis was analyzed, and
the results are shown in Figure 10. The incubation of RAW mac-
rophages with 6.25 pg/mL 2C7 scFv did not induce a significant
effect on mRNA expression levels. In contrast, the incubation of
macrophages with 37.5 pg/mL LDL(-) induced a statistically sig-
nificant increase of C436, Cox-2 and Tlr-4 mRNA levels. When
RAW macrophages were incubated with LDL(-) in the presence of
2C7 scFv, however, significant inhibition of the LDL(-) induced
effects on the atherogenic gene mRNA levels was observed.

Effect of 2C7 scFv on experimental atherosclerosis. The ath-
erosclerotic lesions at aortic sinus of Ld/r~ mice treated with 2C7
scFv are shown in Figure 11A. The morphometric analysis of the
atherosclerotic plaques demonstrated that the lesion area was sig-
nificantly decreased (p < 0.05) following passive immunization of
Ldly"~ mice with 2C7 scFv compared with controls treated with
the PBS vehicle (Fig. 11B). The percentages of the atherosclerotic
lesion areas of treated groups relative to the control group (vehi-
cle) are represented in Figure 11C. The lipid profile data showed
no significant changes of lipid levels among the studied groups

(Table 2).
Discussion

In this study, we described the construction, expression and
characterization of the recombinant 2C7 scFv antibody frag-
ment and its effect on macrophages and atherosclerotic lesions.
Recombinant antibodies, including scFv, are good alternatives
for the treatment of various diseases because they are targeted
therapeutics that generally show good pharmacokinetics and
biodistribution. In addition, their production can be rapid and
economical.?’

Our 2C7 scFv was expressed in P. pastoris, an eukaryotic
organism capable of producing secretable soluble proteins with
modifications such as disulfide bridges and glycosylation,”" and
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Figure 4. Recombinant protein glycosylation profile. The affinity-purified recombinant 2C7 scFv was
treated with Endoglucanase H. The eletrophoretic profile was analyzed by SDS-PAGE (left) and west-
ern blotting (right) using anti-His IgG Mouse, anti-mouse IgG-HRP and detection with ECL substrate.
A protein of one band is observed after endoglucanase treatment (line 2) and compared with the two

mAbs

bors two binding sites for the antigen.
Importantly, the 2C7 scFv maintained
the same parental antibody specific-
ity for LDL(-), and it is not reactive to
native LDL.

Although a 28 kDa protein was
detected in the culture supernatant, we
observed the presence of two bands with molecular weights of
~-28 and 30 kDa in polyacrylamide gels after purification with
nickel affinity chromatography. Some studies also reported the
expression of two bands of scFv in P. pastoris; however, they
attributed this to degradation®** or to incomplete cleavage of
the signal sequence.” Other studies indicate that the additional
bands detected may be due to the glycosylation of recombinant
proteins with the addition of mannose residues that increase the
recombinant protein molecular weight.”** Yeast can perform
glycosylation of the amide nitrogen of asparagine residues in the
consensus sequence Asn-X-Thr/Ser, providing N-linked glycosyl-
ation. This sequence was found in the 2C7 scFv VL CDRI. The
electrophoretic profile of the 2C7 scFv was modified after treat-
ment with Endo H and showed one band. This suggests that the
presence of two bands after nickel purification was a result of
glycosylation, and not proteolytic degradation.

Wild-type mice contain a low level of cholesterol in the IDL/
LDL fraction. Ldlr’- mice, however, show marked increase in
the IDL/LDL fraction with high LDL-cholesterol, accompa-
nied by an increase in the amount of apoB-100 and apoE in
the plasma.”” In Ldlr”~ mice, there is also a reduction in LDL
clearance (half-life of 5 h) compared with wild-type mice (half-
life of 2 h).?” This increase in the permanence of LDL in blood
circulation, combined with the higher LDL level in this animal
model, should contribute to the modification of the LDL par-
ticles, which allowed their recognition by the 2C7 mAb and scFv,
as was observed in the ELISA assay.

The MTT assay showed that glycosylation did not affect the
cell viability for 24 h, as the treatment with RAW macrophages
was performed for 16 h. Experimental data suggest that glycosyl-
ation was not observed in the murine Fab portion derived from
anti-LDL(-) mAb because only one band was visualized in poly-
acrylamide gel (unpublished results). Thus, glycosylation may be
a result of the heterologous expression in P. pastoris; this did not
interfere with scFv binding specificity to LDL(-) or with its in
vitro biologic activity.

In a cytotoxicity assay using RAW 264.7 macrophages, flow
cytometry data showed no induction of either apoptosis or necro-
sis at concentrations up to 6.25 pg/mL 2C7 scFv. Thus, this
concentration was used for further experiments with the mac-
rophages. We previously reported that LDL(-) stimulates the
expression of C436, promoting the accumulation of lipid droplets
in the cytoplasm of macrophages and transforming them into
foam cells.?® Here, it is clearly shown that 2C7 scFv inhibited

Volume 5 Issue 5



224

Rack Pos. A
Tide #: 1 2 ] 5 ]
200 i 1 L 1 1 5000
- 1000 % Buler 3
175 1
I a0
15
12 4 L3000
1% 3 500
07 4 200
0%
2 - 1000
02 o
008 o8- #l—:r 00
12
] e R e )
L 00 — 20 —
Rack Pos A
Tube #: 1 2 3 ] 5 3
200 1 1 L i 1 500
- 1000 % Bubr B
125
[ a0
15 4 2
125 3000
104 g4 1
035 3 [ 200
0% 4
3 - 100
025 4 /__ \
000 409 P ™
%
B B —————
000 0 am
AV M Terth mSkm
C B 1A3 mAb
25 Bm 2C7 scFv
,,
T "
£ ,o- [ 2C7 mAb
3 i
-
- 1.5
o
5
g 19 .
5 *
2 0.5 .
<
0.0
Peak2 Peak3 nLDL LDL(-)
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450 nm.

LDL(-) uptake by macrophages and downregulated the mRNA
expression of C436. These findings suggest a possible inhibitory
action by this recombinant scFv on atherogenesis because it could
prevent formation of foam cells in arterial intima. Moreover, 2C7
scFv inhibited the overexpression of pro-inflammatory genes that
play an important role in the atherogenic process. We have shown

here that LDL(-) induces an upregulation of 7/r-4 and Cox-2
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mRNA expression in RAW 264.7 macrophages. In contrast, 2C7
scFv was able to inhibit these LDL(-) actions by blocking the
increase of both 7/r-4 and Cox-2 mRNA expression. The inhi-
bition of TLR-4 by 2C7 scFv is highly relevant®*® because it
has been shown that minimally modified LDL induces the pro-
atherogenic activation of macrophages by a TLR-4-dependent
mechanism, stimulating the expression of pro-inflammatory
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Figure 7. LDL uptake by RAW macrophages. RAW macrophages (10°
cells/well) were incubated in the presence of LDL(-) and 2C7 scFv for 16
h. (A) Representative images show macrophages stained with Oil Red O.
Images were obtained using the Motic Images Plus version 2.0 program
at a 20x magnification. (B) Semi-quantification of lipid droplet accumu-
lation in macrophages treated with 2C7 scFv and LDL(-) compared with
macrophages treated only with LDL(-). Representative images are from
three independent experiments.

cytokines.” The COX-2 gene is expressed in the foam cell mac-
rophages present in atherosclerotic lesions,’
sion induces the formation of early atherosclerotic lesions in
Ldlr"~ mice* and probably in human atherosclerotic lesions.”
Therefore, the effect of 2C7 scFv on RAW 264.7 macrophages,
which promotes the downregulation of Cox-2, Tlr-4 and Cd36
mRNA expression, indicates that this recombinant antibody
fragment is able to block the pro-inflammatory and pro-athero-
genic actions of LDL(-).

The receptor binding assays done in the present study showed
that the entry of LDL(-) in RAW macrophages can occur through
CD14 and CD36 receptors, which could be a route by which
LDL(-) was able to induce proinflammatory effects on macro-
phages. In fact, a previous report showed that minimally modified
LDL can bind to CD14, making it a likely candidate receptor for
LDL(-).” Recently, a relationship has been established between
the increase of CD14 and CD36 expression in circulating human

and its overexpres-
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Figure 8. Representative images from flow cytometry analysis of the fluorescence intensity of LDL(-)-DIL taken up by RAW 264.7 macrophages
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Graph showing the decrease of LDL (-)-DIL uptake with blocking antibodies specific to CD36, CD14, and TLR4 receptors. Data are represented as mean

of MFl values.

monocytes and the risk of coronary artery disease in patients with
cardiovascular disease.* CD14 is also able to induce the release
of pro-inflammatory cytokines in monocytes and macrophages
after stimulation by mmLDL.” We demonstrated that at 6.25
pg/mL 2C7 scFv reduced the uptake of LDL(-)-DIL by macro-
phages, and the reduction was greater at higher concentrations of
2C7 scFv. Although cell viability was decreased in the presence of
12.5 and 25 pg/mL 2C7 scFy, cell viability was unaffected by the
co-incubation of LDL(-) and 2C7 scFv at all concentrations used
in the flow cytometry analysis. Thus, a dose-dependent effect
occurs for the inhibition of LDL(-) uptake by 2C7 scFv.

The atheroprotective action of the 2C7 scFv was confirmed
by our studies with L4/~ mice. The antibody fragment was able
to decrease the atheroma area in the aortic sinus of these animals
by approximately 44% with a single weekly dose. Moreover, the
atheroprotective action of 2C7 scFv was unrelated to changes in
lipid concentrations in blood plasma. Recombinant antibodies
against peptides of MDA-modified apoB 100 have been shown
to significantly decrease atherosclerosis.*® As previously reported,
scFv and Fab against in vitro oxidized LDL inhibited foam
cell formation and the progression of atherosclerotic lesions by
blocking the binding of oxLDL to macrophages and their sub-
sequent internalization.” Moreover, passive immunization with
anti-tumor necrosis factor and anti-platelet glycoprotein IIb/
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Table 1. Fluorescence intensity of LDL(-)-DIL taken up by RAW macro-
phages in the presence of anti-CD36, anti-CD14 and anti-TLR4 antibod-
ies

Treatment MFI
LDL(-) 178.5
CD36 839
CD14 68.2
TLR4 133.5

CD36/CD14 66.9

CD14/TLR4 64.0

TLR4/CD36 771

Values are shown as median fluorescence intensity (MFI) using the treat-
ment of LDL(-)-DIL as control. Treatments with blocking antibodies were
compared with the control.

I1Ta antibodies have been reported for the treatment of unstable
angina and the prevention of restenosis, respectively, as reviewed
elsewhere.®

In conclusion, this study, which focused on the production
and assessment of a recombinant antibody fragment that recog-
nizes negatively charged LDL particles, showed that 2C7 scFv
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(D) represents quantitative data of uptake inhibition, from the mean of MFl values and (E) cell viability with co-incubation of LDL(-) and 2C7 scFv mea-

sured by flow cytometry analysis.

was able to inhibit the formation of macrophage-derived foam
cells, the expression of pro-inflammatory factors and the progres-
sion of atherosclerosis in Ld/r'~ mice. Based on these data, the
2C7 scFv has potential value for future studies on the prevention
or treatment of atherosclerosis.

Materials and Methods

Bacteria strains, yeast strains and plasmids. Escherichia coli
DH5a was used for all plasmid manipulations. SMD1168 strain
P. pastoris was purchased from Invitrogen Life Technologies
(Cat# C17500). For the assembly of the expression cassette,
pGEM-T Easy plasmid was purchased from Promega (Cat#
A1360). The pIgl6 and pPIG16 plasmids were previously
described. >4

Cloning of the 2C7 scFv. The hybridoma 2C7D5F10 (2C7)*
was cultivated in bottles containing RPMI medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 100 pwg/mL strepromy-
cin sulfate, 100 U/mL penicillin G sodium and 0.25 pg/mL
amphotericin B. The bottles were incubated at 37°C in a 5%
CO, atmosphere at 95% relative humidity undl 10° cells were
obrained. To isolate the total RNA, the cells were treated with 1
mL of TRIzol (Cat# 15596-026, Invitrogen Life Technologies)
according to the manufacturer’s instructions. The cDNAs cod-
ing for the antibody variable heavy-chain gene (VH) and the
variable light-chain gene (VL) were synthesized using 1 .M each
of the primers k18 (5"“TACAGTTGGT GCAGCATC-3') and
1 (5"TGGACAGGGA TCCAGAGTTC CAGGTCACT-3") to
prepare Ck and Cy, respectively. For the amplification of the
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VH and VL region ¢cDNA, we used a library of sense primers
and the anti-sense primers that were previously described.”*
Amplified VH and VL ¢DNAs were cloned in the pGEM-T
Easy plasmid following the manufacturer’s instructions. Five
clones from each variable region were sequenced in both direc-
tions with the T7 (5“TAATACGACT CATATAGGG-3") and
SP6 (5-GATTTAGGTG ACACTATAG-3') primers using an
automatic sequencer MegaBACE 1000 (GE Healthcare) and a
DYEnamic ET Dye Terminator Kit (with Thermo Sequenase™
II DNA Polymerase, Cat# US81095, GE Healthcare). For
the assembly of murine scFv, the sequences were analyzed by
Electropherogram Quality Analysis (available at www.biomol.
unb.br/phph/) using the GenBank and Kabat databanks (www.
ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

The murine scFvs genes were assembled using the pIgl6 plas-
mid expression cassette framework.” This plasmid encodes the
gene for Z22 scFv fused to the staphylococcal protein A domain
(SpA).* The 2C7 VH and VL genes were reamplified using oli-
gonucleotides that created specific restriction sites. The assembly
was performed by replacing the Z22 VH and VL genes with the
anti-LDL(-) VH and VL genes and by introducing a hexahisti-
dine tag at the 3' terminus of 2C7 VL. This final sequence was
inserted into pPIgLE yeast expression vector, a plasmid modified
from pPIg 16 vector.

Production of 2C7 scFv in Pichia pastoris. P. pastoris
SMD1168 cells were electroporated with a BTX electroporator
model ECM 830, in the presence of linearized plasmid DNA.
His® transformants were screened and cultured using the method
previously described.”” 2C7 scFv was expressed in 200 mL of
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Figure 10. Effect of 2C7 scFv on the relative expression of Cd36, Cox-2 and TIr-4 mRNA. Cells were treated with 2C7 scFv (6.25 pg/mL), LDL(-) (37.5 pg/
ml) or 2C7 scFv + LDL(-) for three hours. The results of independent experiments, performed in triplicate, are expressed as the means + SEM *p < 0.05
vs. control; *p < 0.05 compared with treatment with LDL(-); ANOVA followed by the Tukey-Kramer test.
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Figure 11. Effect of passive immunization of Ld/r’~ male mice with 2C7 scFv on the atherosclerotic lesion development at the aortic sinus. (A) Repre-
sentative sections of the aortic sinus from the control, 2C7 scFv and positive control groups are shown. Images were obtained using the NIS-Elements
AR(tm) version 3.10 at a 10x magnification. (B) Mean + SEM of atherosclerotic lesion area. (C) Percent of atherosclerotic lesion area in relation to the
control. p < 0.05 compared with control; ANOVA followed by the Tukey-Kramer test.

BMGY medium at 30°C at 200 rpm until an OD, of 2—-6 was
reached. The cells were then centrifuged and resuspended in 200
mL of BMMY medium, with an addition of 1% methanol and 1
mM PMSF every 24 h, and were then incubated for 2 d at 20°C
with agitation. The supernatant was harvested by centrifugation,
and the cells were resuspended in another 200 mL of BMMY

www.landesbioscience.com

mAbs

medium. The culture was incubated for an additional 2 d in the
same conditions. The supernatant of the culture was harvested by
centrifugation, filtered through a 0.45 pum filter, and 1 mM PMSF
was added. The supernatants were added to 1 mL of Ni Sepharose
6 Fast Flow resin (Cat# 17-5318-01, GE Healthcare). The super-
natant (flow through) was decanted, and the resin was poured
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Table 2. Lipid profile of Ldlr’- mice after passive immunization with 2C7 scFv

Groups TC HDL-C
Control (PBS) 1860 + 283 334+£752
Anti-LDL(-) 2C7 scFv 1630 + 226 26.3+104
Indomethacin 1710 + 314 26.3+45

229

LDL-C TG VLDL-C
1730 + 267 4740+ 113 94.8 +22.7
1520 = 209 404 + 136 80.8 £27.1
1590 + 295 465+ 178 93.0+35.6

The concentrations of total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), triglycerides
(TG) and very low-density lipoprotein cholesterol (VLDL-C) were determined in the following studied groups: PBS control, 2C7 scFv treatment and
indomethacin (positive control). Data are shown in mg/dL as Mean + S. D. (p < 0.05 compared with controls).

into a 1.5 cm x 12 cm (20 mL) Econo-Pac Chromatography
column (Cart# 732-1010, Bio-Rad Laboratories). 2C7 scFv was
eluted with binding buffer containing 500 mM imidazole. The
appropriate fractions were pooled, and the buffer was exchanged
with PBS and concentrated using centrifugal filtration devices
(Vivaspin MWCO 10,000, Cat# 28-9323-60, GE Healthcare).
The purified proteins were separated by SDS-PAGE and then
transferred to a Hybond ECL nitrocellulose membrane (GE
Healthcare). The membrane was blocked for 16 h with 5% skim
milk in PBS at 4°C and subsequently incubated with the fol-
lowing antibodies for 1 h at room temperature: anti-His mouse
IgG (Cart# 27-4710-01, GE Healthcare) and anti-mouse IgG-
HRP (Cat# A1055, Zymed). The target proteins were detected
using an ECL Advance Western Blotting Detection Kit (Cat#
RPN2135, GE Healthcare) according to the manufacturer’s
instructions.

Deglycosylation of 2C7 scFv. For enzymatic deglycosyl-
ation, 1 pg of purified 2C7 scFv was denatured with 0.5%
SDS and 0.04 M dithiothreitol (DTT) and heated at 100°C for
10 min. It was then added to a reaction buffer (0.5% sodium
citrate, pH 5.5) with 1000 units of endoglycosidase H (Cat#
P0702S, Endo H, New England Biolabs), which hydrolyzes
a single N-acetyl-d-glucosamine (GlcNAc) sugar residue, to
cleave high-mannose glycans. The digestion was incubated at
37°C for 16 h and assayed by SDS-PAGE and western blotting
as described above.

ELISA assay for 2C7 scFv affinity. The isolation of LDL(-)
from human plasma was performed as previously reported.*!
ELISA assays were done according to a previous work* with
minor modifications including the addition of anti-His mouse
IgG (diluted 1:1,000 with 1% skim milk; GE Healthcare) to
recognize 2C7 scFv. Specific binding was detected with tetra-
methyl benzidine (TMB) substrate for color development, and
the absorbance was measured at 450 nm. All experiments were
approved by the Research Ethics Committee of the Faculty of
Pharmaceutical Sciences of the University of Sao Paulo.

Analysis of LDL subfractions from Ld/r’"~ mice. A pool
of blood samples was obtained from Ld/r/~ mice treated with
hypercholesterolemic diet. Blood was collected with heparin-
ized syringes and the blood plasma was separated by centrifuga-
tion. Then, the total LDL fraction was isolated from plasma by
ultracentrifugation at 56,000 rpm for 7 h at 4°C. After remov-
ing the triglycride-rich fractions in the supernatant, the infra-
natant was submitted to a second ultracentrifugation to isolate
the LDL fraction. The subfractions of LDL were then separated
by FPLC according to the protocol previously described.
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For the ELISA assay, a 96-well microplate was coated with 10
pg/mL of the following samples: 2 and 3 peaks of FPLC chro-
matogram of mice samples, human nLDL and LDL(-) for 16 h
at 4°C in carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6. After blocking
the microplate with 2% milk diluted in PBS, the samples were
incubated with 10 pg/mL of 1A3 and 2C7 mAbs and 2C7 scFv
for 1 h and 30 min at 37°C. Then, the microplate was incubated
with anti-mouse-HRP antibody (diluted 1:1,000 in 1% milk,
CAT#1706516, BioRad) for detection with 1A3 and 2C7 mAbs
and anti-His (diluted 1: 1,000 with 1% milk, CAT#27471001,
GE Healthcare) for detection with 2C7 scFv. The binding of
samples to the antibodies was evaluated by using TMB as sub-
strate and measuring the absorbance at 450 nm.

Cell culture conditions. Murine macrophages of the
RAW?264.7 cell line were obtained from the cell bank of the
Federal University of Rio de Janeiro (Cat# 0212, UFR]). RAW
264.7 macrophages were cultured in RPMI media containing 2
mM L-glutamine, 100 pg/mL streptomycin, 100 U/mL peni-
cillin and 10% fetal bovine serum at 37°C in 5% CO, in fully
humidified air.

Cell viability, cell death and cell cycle assays. The MTT
assay was performed as previously described.”® For the apoptosis
and necrosis assays (cell death), wells containing 1 x 10> RAW
macrophages were treated with different concentrations (3.12 to
100 pg/mL of 2C7 scFv, 12.5 o 62.5 pg/mL of LDL(-) and
37.5 pg/mL of LDL(-) with 3.125 to 25 p.g/mL of 2C7 scFv). The
cell death and cell cycle assays were performed by flow cytom-
etry. Following 24 h of treatment, the cells were resuspended
in the reaction buffer supplied with the kit for the detection of
apoptosis and necrosis (APOAF, Cat# A9210, Sigma-Aldrich);
0.625 pg of annexin V - FITC and 2.0 p.g of propidium iodide
(Car# P2667, Sigma-Aldrich) were added to the cells according
to the manufacturer’s instructions. The cells were incubated for
10 min at room temperature, protected from light, and analyzed
with a FACSCanto flow cytometer (BD Biosciences). Dimethyl
sulfoxide (5%, DMSO, Cat# D8418, Sigma-Aldrich) was used
as the positive control for cell death and 10,000 events were
observed. For the cell cycle analysis, 2 x 10° cells per well of
RAW macrophage were incubated under the same conditions
mentioned previously, but the wells were only treated with a con-
centration of 6.25 pg/mL 2C7 scFv. The cells were lysed with
0.1% sodium citrate and 0.1% Triton, treated with 10 mg/mL
RNase A (Cat# 12091-039, Invitrogen Life Technologies) and
stained with 1 mg/mL propidium iodide for 30 min, with protec-
tion from light, before taking measurements. Data analysis was
performed using FlowJo version 9.5.1 software (TreeStar).
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LDL uptake assay. The LDL(-) uptake assay for RAW 264.7
macrophages was performed according to previous reports.”
Macrophages were exposed to the following treatments: 37.5 pg/
mL native LDL (nLDL), 37.5 pg/mL LDL(-) and 37.5 pg/mL
LDL(-) plus 6.25 pg/mL 2C7 scFv. Untreated cells were used as
the control. The cells were treated for 16 h and evaluated for their
level of LDL uptake. The cells were fixed in PBS containing 10%
formaldehyde for 30 min at room temperature. Subsequently, the
intracellular lipid droplets were stained with Oil Red O (Car#
00625, Sigma-Aldrich) for 1 h, and their images were obtained
with Motic Images Plus 2.0 software (Micro-Optics) for semi-
quantification of the foam cells.

Gene expression analysis by QRT-PCR. The LDL uptake assay
was used for gene expression analysis. RNA from the treated cells
was isolated with TRIzol according to the manufacturer’s recom-
mendations. The cDNA was synthesized from 2 g of toral RNA
using oligo-dT 12-18 and Superscript III (Cat# 12574018,
Invitrogen Life Technologies). For the real time-PCR reactions,
20 ng of cDNA and specific primers were used. The reactions
were performed according to the SYBR Green Master Mix
(Ca# 4364346, Applied Biosystems) instructions. The follow-
ing primers were used: CD36 scavenger receptor (C436) gene:
sense primer, 5S“TTTCCTCTGA CATTTGCAGG TCTA-3',
and anti-sense primer, 5“AAAGGCATTG GCTGGAAGAA-3
toll-like receptor-4 (7lr-4): sense primer, 5"TCATGGCACT
GTTCTTCTCCT-3'and anti-sense primer, 5-CATCAGGGAC
TTTGCTGAGT T-3'; cyclooxygenase-2 (Cox-2) enzyme: sense
primer, 5“TGGTGCCTGG TCTGATGATG-3' and anti-sense
primer, 5-GTGGTAACCG CTCAGGTGTT G-3' and 18S
rRNA: sense primer, 5-GTAACCCGTT GAACCCCATT-3'
and anti-sense primer, 5-CCATCCAATC GGTAGTAGCG-3".
The expression levels of mRNA were evaluated by the AACt
method.”

1,1'-diotadecyl-3,3,3",3"-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate(DIL) labeling of LDL(-). One mg of LDL(-) was
incubated with 150 pg of DIL (CAT#D282, Life Technologies)
diluted in 2 mL of lipoprotein deficient serum’ and this mixcure
was incubated at 37°C for 8 h. After incubation, the mixture was
separated by ultracentrifugation at 56,000 rpm for 7 h at 4°C to
separate the LDL(-) from the excess of free DIL. LDL(-)-DIL
was dialyzed against PBS and quantified by BCA method (CAT
#23225, Thermo Scientific).

Receptors binding studies in macrophages. For binding
studies, 10 x 10° macrophage cells were plated per well and 21
h later the cells were pre-incubated with 10 pg/mL of block-
ing antibodies against CD36 (CAT#Ab78054, Abcam), CD14
(CAT#Ab78313, Abcam) and TLR-4 (CAT#Ab47093, Abcam)
receptors. After 3 h, 37.5 pg/mL LDL(-)-DIL was added to the
cells and maintained for 16 h as mentioned for cell culture condi-
tions described in the Materials and Methods section. To mea-
sure the inhibition of LDL(-)-DIL uptake, RAW macrophages
were treated with a predetermined concentration of 37.5 pg/mL
LDL(-) and varying concentrations of 2C7 scFv (6.25, 12.5 and
25 pg/mL) for 16 h. The medium was then removed and cells
were detached from the plate using cold PBS and centrifuged at
1500 rpm for 5 min. The cells were washed 2 times with PBS.
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Finally, cells were resuspended in 200 pL of PBS and the fluo-
rescence of LDL(-)-DIL was determined by flow cytometry. The
signals from DIL were shown in a logarithmic fluorescence inten-
sity, expressed as the difference in the MFI captured from cells
treated with blocking antibodies or 2C7 scFv compared with
cells treated only with LDL(-)-DIL.

Animals, chow and experimental design. Male C57BL/6]
homozygous LDL receptor-deficient mice (Ldlr’~) were pur-
chased from Jackson Laboratory (Bar Harbor). The animals were
maintained in individual cages at 22°C on a 12 h light—dark
cycle. A total of 24 Ldlr"~ mice (n = 8 per group, 12 weeks old)
were divided into three groups and were intravenously admin-
istered a single dose per week of one of the following: vehicle
(PBS), 2C7 scFv (5 mg/kg of body weight) and anti-inflamma-
tory positive control (indomethacin, 1 mg/kg of body weight).
The experiments were performed using an initial atherosclerotic
lesion protocol as previously described."” All mice were fed a semi-
synthetic chow that was based on a Western-type diet containing
20% fat, 0.5% (w/w) cholesterol (Sigma-Aldrich), 0.5% (w/w)
colic acid (Sigma-Aldrich), 16.5% casein, vitamins and miner-
als according to the recommendations of American Institute of
Nutrition (AIN)-93.>* All procedures were approved by the Ethics
Committee for Animal Studies of the Faculty of Pharmaceutical
Sciences, University of Sao Paulo in agreement with the guide-
lines of the Brazilian College for Animal Experimentation.

Biochemical assessment of serum lipid profile. After treat-
ment, mice were anesthetized with xylazine hydrochloride (2.0
g/100 ml; Vetbrands) and ketamine hydrochloride (1.0 g/10 ml;
Vetnil) at doses of 5 mg/Kg and 10 mg/kg, respectively, and
blood was collected by cardiac puncture. The blood samples
were then centrifuged at 1500x g for 15 min at 4°C to obtain
serum. The mice serum was utilized for determination of lipid
profile [total cholesterol, triglyceride, cholesterol high-density
lipoprotein (HDL-C), cholesterol low-density lipoprotein (LDL-
C) and cholesterol very low-density lipoprotein (VLDL-C)]. All
determinations were done with commercial kits from Labtest
Diagnéstica, by direct methods without previous treatment of
the samples. The results of the lipid profile were expressed in
mg/dL.

Preparation of histological sections and measurement of
atherosclerotic lesion area. The preparation of histological sec-
tions and the measurement of atherosclerotic lesion area were
performed as previously reported.”® The inclusion of the tissue
for slicing was performed in three solutions of different concen-
trations of gelatin: initially 5% solution of gelatin for three hours,
then a 10% solution for three hours and finally a 25% solution
for 16 h, with all steps occurring in a water bath (temperature
between 40-50°C). The ventricles were sectioned from the apex
and base in a plane parallel to a line defined by the edges of the
lateral atria. Consecutive cuts with 6 mm thick were collected
between the aortic sinus and the aortic onset with an average
length of 250-300 microns.”* The slides were stained with Oil
Red-O (Sigma) and the sections were analyzed by Nikon opti-
cal microscope coupled to a camera for image capture program
performed by the NIS-Elements AR (tm) version 3.10. To obtain
the area of the lesions and quantify atherosclerotic lesions close
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to the aortic valve in the aortic root, Axio Vision® was used for

image acquisition, processing and analyses of all histological sec-
tions. All analyses were double-blind and were performed inde-

pendently by two observers.

Statistical analysis. Results were expressed as the means + SEM.
The mRNA expression data were analyzed using ANOVA and
Student t-tests. Tukey’s test was used for the analysis of paired com-
parisons. All calculations were performed using GraphPad Prism
software. A value of p < 0.05 was considered statistically significant.
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Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease responsible for the majority of cases of myocardial
infarction and ischemic stroke. The electronegative low-density lipoprotein, a modified subfraction of
native LDL, is pro-inflammatory and plays an important role in atherogenesis. To investigate the effects
of a nanoformulation (scFv anti-LDL( - )-MCMN-Zn) containing a scFv reactive to LDL(—) on the inhibition
of atherosclerosis, its toxicity was evaluated in vitro and in vivo and further it was also administered
weekly to LDL receptor knockout mice. The scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn nanoformulation did not induce

m@osh cell death in RAW 264:7 macmpha;es and_ HUVECs. The 5 mg/kg dose gf scF»f anti-LDl(-)-M(:‘MN-m d:nd
Nanocapsules not cause any typical signs of toxicity and it was chosen for the evaluation of its atheroprotective effect in
Single chain fragment variable Ldlr'~ mice. This nanoformulation significantly decreased the atherosclerotic lesion area at the aortic
Electronegative LDL sinus, compared with that in untreated mice. In addition, the ll1b mRNA expression and CD14 protein
Macrophage expression were downregulated in the atherosclerotic lesions at the aortic arch of Ldlr"~ mice treated
Foam cell with scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn. Thus, the scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn nanoformulation inhibited the
progression of atherosclerotic lesions, indicating its potential use in a future therapeutic strategy for

atherosclerosis.
© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction
Abbre : ALT, al aminot: ; AST, aspartate aminotransferase;

Cardiovascular disease is the most frequent cause of death
worldwide [1], accounting for almost 30% of all deaths [2].
Although several diseases can affect the cardiovascular system,
atherosclerosis predominates as the major cause of myocardial

ATCC, American Type Culture Collection; CD14, cluster of differentiation 14; CD36,
duster of differentiation 36; DLS, dynamic light scattering; DMSO, dimethylsul-
foxide; DTT, dithiothreitol; Fab, lent antigen-bindi Fab/;, dival

antigen-binding; HC, hypercholesterolemic; HDL-C, high-density lipoprotein

cholesterol; HUVEC, human umbilical vein endothelial cells; IL-1B, interleukin 1
beta; LDE, laser Doppler electrop is; LDL, low-density lipoprotein; LDL(-),
electronegative low-density lipoprotein; LDL-C, low-density lipoprotein choles-
terol; MCMN, metal-complex multi-wall nanocapsules; M-CSF, macrophage-clony
stimulating factor; MDA, malondialdehyde; nLDL, native low-density lipoprotein;
PBS, phosphate buffered saline; PDI, polydispersity index; PGs, proteoglycans; scfv,
single chain fragment variable; SDS, sodium dodecyl sulfate; TC, total cholesterol;
TG, triglyceride; TLR-4, toll-like receptor 4; VLDL-C, very low-density lipoprotein
cholesterol.
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infarction and ischemic stroke | 3]. Atherosclerosis originates from
a chronic inflammation into large- and medium-sized arteries, as a
result of the accumulation of modified cholesterol-rich lipids in the
arterial wall that mediate an immune-inflammatory response [4].
Upon accumulation in the arterial intima, modified low-density
lipoprotein (LDL) particles can activate the endothelium to express
leukocyte adhesion molecules and chemokines, leading to the
recruitment of immune cells, such as monocytes and T cells. In
the presence of macrophage-colony stimulating factor (M-CSF),
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monocytes differentiate into macrophages and, in association with
the up-regulation of scavenger and Toll-like receptors, mediate the
uptake of modified LDL particles [5]. This process leads to one of
the key events on atherosclerosis, the formation of foam cells.
Further, the death of these cholesterol-overloaded macrophages
promotes the formation of a necrotic and lipid core, and the
proliferation and migration of vascular smooth muscle cells
to the intima layer promotes the growth of atherosclerotic
lesions [6].

The electronegative LDL [LDL(-)], a subfraction of the native
LDL that can be found in both blood plasma [7] and the suben-
dothelial space [8] is strongly associated with the development
of atherosclerosis [9]. LDL(~) has demonstrated pro-
inflammatory and pro-angiogenic properties leading to the pro-
duction of pro-inflammatory cytokines and adhesion molecules
by endothelial cells [ 10] that mediate leukocytes recruitment into
the intima [11-13], and to increased differentiation of monocytes
to macrophages expressing scavenger receptors, such as CD36,
the main responsible for the recognition and internalization of oxi-
dized LDL (oxLDL) by these cells [14].

The use of monoclonal antibodies and their fragments (Fab,
Fab, and scFv) as therapeutic agents for atherosclerosis has been
reported [15]. Treatment of male apoE~/~ mice with a scFv with
specificity for malondialdehyde (MDA)-modified apoB-100-
derived peptides significantly reduced the extent of atherosclerosis
and the plaque content of oxidized LDL epitopes and macrophages
[16]. Moreover, a Fab and an anti-oxLDL scFv (single chain frag-
ment variable) inhibited the in vitro formation of macrophage-
derived foam cells and decreased the progression of atherosclerotic
lesions in Ldir/~ mice by blocking the binding and subsequent
uptake of oxLDL particles by macrophages | 17]. The scFv described
here has high specificity and affinity for LDL(-) [18]. It has been
demonstrated that treatment with the 2C7 scFv ant-
electronegative LDL inhibited the LDL(~) uptake by murine macro-
phages and decreased the expression of Cd36, TIr4 and Cox2 mRNA.
In addition, the in vivo treatment of Ldlr~/~ mice with this scFv
decreased the atherosclerotic lesion area at the aortic sinus [18],
indicating its potential as a therapeutic tool in atherosclerosis.

Although the use of peptides, antibodies and proteins is a
promising approach for the prevention and treatment of diseases,
such as atherosclerosis and cancer [19], this therapy still has some
disadvantages, such as their short half-life, lack of stability and, in
some cases, potential immunogenicity [20]. To improve the effec-
tiveness of these potential biodrugs, some strategies have emerged
in the nanotechnology field such as the use of synthetic polymer
nanoparticles and nanoparticle-protein conjugates as nano-
carriers [21]. These strategies have provided extremely promising
characteristics, such as precise control of the pharmacokinetics
and bioavailability and improved stability of drugs and biodrugs
[22], greater cell interaction, due to both their larger contact sur-
face [23], and the better targeting for drug delivery [24], and the
ability to use nanodevices, a combination of nanomaterials and
bioactive molecules.

In an effort to contribute to this therapeutic arsenal, a nanofor-
mulation containing the 2C7 scFv anti-electronegative LDL has
been developed [25]. This nanoformulation is composed of
biodegradable multiwall polymeric nanocapsules with a function-
alized surface completely covered with 2C7 scFv anti-LDL(~) mole-
cules and is named scFv anti-LDL{-)}>MCMN-Zn [25]. The
innovative approach to surface functionalization is based on an
organometallic complex chitosan-zinc lI-scFv anti-LDL(-) formed
in situ at the nanocapsule-water interface. The synthesis is an easy
and fast process with no need of any further purification step. Here,
we demonstrate the atheroprotective effect of scFv anti-LDL(~)-
MCMN-Zn in LDL receptor knockout mice, indicating its potential
promising use as a therapeutic nanodevice.

2. Materials and methods

2.1. Materials
Poly(e-caprolactone) (PCL) (density 1.146gmL”', o,o-
dihydroxy functional polymer; Mn 10,000gmol™', Mw

14,000 gmol '), sorbitan monostearate (Span 60®, density
1.00gmL™"), low molar weight chitosan (Mw 50000-
190,000 gmol ', 75-85% deacetylated polymer) and zinc acetate
were supplied by Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil). Caprylic/capric
triglyceride (density 0.98 gmL ') and polysorbate 80 were deliv-
ered by Delaware (Porto Alegre, Brazil). Lipoid S75 (soybean
lecithin) was obtained from Lipoid (Ludwigshafen, Germany). All
aqueous solutions were prepared using deionized water (resistivity
of 18.2 MQ) obtained from a Millipore Direct-Q® system (Merck
Millipore, Darmstadt, Germany). The solvents, acetone (analytical
grade) and ethanol (analytical grade), were obtained from Nuclear
(Porto Alegre, Brazil). All reagents and solvents were used as
received.

22. Nanoparticle design

22.1. Preparation of scFv anti-LDL{- )-surface functionalized
nanocapsules

The nanocapsules were prepared by the interfacial deposition of
the preformed polymer method, as previously described [25]. In
one flask, Lipoid S75 (0.075 g) was dissolved in ethanol (10 mL)
(Solution A). In another flask, PCL (0.250 g), sorbitan monostearate
(0.100g) and caprylic/capric triglyceride (0.300 mL) were dis-
solved in acetone (62.5 mL) under magnetic stirring at 40 °C (Solu-
tion B). Solution A was added to Solution B under magnetic stirring
at 40 °C. Then, this organic phase was injected into Solution C
which contained polysorbate 80 (0.200 g) dispersed in ultrapure
water (125 mL) under magnetic stirring at 40°C. After 10 min,
the turbid solution was evaporated under reduced pressure at
40°C to approximately 23 mL, eliminating the organic solvents
(acetone and ethanol) and concentrating the formulation by partial
removal of water. The final volume of the formulation was
adjusted to 25.0 mL in a volumetric flask (lipid-core nanocapsules
in aqueous dispersion, LNC).

A 3mgmL-" chitosan solution in 1% acetic acid (10 mL) was
prepared and filtered (filter unit, 0.45 pm, Millipore®, Merck Milli-
pore, Darmstadt, Germany) (Solution D). Separately, 9 mL of LNC
was added dropwise of 1 mL of Solution D under high magnetic
stirring (900 rpm) at room temperature. The resulting mixture
remained under magnetic stirring for 2 h at room temperature
(20°C). The theoretical concentration of chitosan in the mult-
wall nanocapsules [chitosan-coated lipid-core nanocapsules
(MN)] formulation is 0.3 mgmL™".

A 1 mg mL™" Zn?* solution (Solution E) was prepared by dissolv-
ing 28 mg of zinc acetate in ultrapure water (10 mL). Solution E
(50 pL) was added into 1.950 mL of MN aqueous dispersion, under
magnetic stirring (900 rpm) at room temperature (MCMN-Zn).
After 1 min, 567 pL of MCMN-ZN aqueous dispersion was trans-
ferred to an amber flask for immediate addition to 433 pL of
46239 pugmL™' 2C7 scFv anti-LDL(—) aqueous solution under
magnetic stirring. The aqueous dispersion of scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn remained under moderate magnetic stirring (400 rpm)
for 5 min at room temperature (20 °C). The theoretical concentra-
tions of Zn?* and 2C7 scFv anti-LDL(-) in the formulation are
25 ug mL™" and 200 pug mL™', respectively. A control formulation
was prepared as described, but phenylalanine was reacted with
Zn** instead of 2C7 scFv anti-LDL(~). This formulation was termed
Phe-MCMN-Zn.
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Physicochemical analysis was performed to validate the pro-
cess, and the formulations were prepared in reproducible triplicate
batches (n=3). For the biological evaluation, we prepared new
triplicate batches of both chitosan-coated lipid-core nanocapsules
(MN) and of Solution E, which were mixed for the reaction with
the 2C7 scFv anti-LDL(-) aqueous solution just before the
experiment.

23. Physicochemical characterization of scFv anti-LDL( - }-surface
functionalized nanocapsules

23.1. Laser diffraction analysis

Initially, the size distribution profile of the scFv anti-LDL(-)-
surface functionalized nanocapsules in aqueous dispersion was
determined by laser diffraction (Mastersizer 2000, Malvern Instru-
ments Ltd, Malvern, UK). The formulation was inserted directly
into the wet sample dispersion unit (Hydro 2000SM - AWM2002,
Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK) containing approximately
100-150 mL of distilled water (2000 rpm). The background signal
was measured before analysis. Mie scattering model was used to
calculate the particle diameters. The mean particle diameter is
described as the volume-weighted mean diameter D[4,3] and as
the Sauter mean diameter D[3,2]. The specific surface area
(m?g-") was determined by assuming a particle density of
1gcm~3. The 10th, 50th and 90th percentiles of the cumulative
undersize distribution curve gave the diameters D(0.1), D(0.5)
and D(0.9), respectively, which were used to calculate the polydis-
persity (SPAN) (Eqg. (1)). The sample was analyzed in triplicate
batches.

d(09) — d(0.1)

SPAN = 405

(&)

23.2. Photon correlation spectroscopy analysis

After confirming the absence of microaggregates in the
chitosan-coated lipid-core nanocapsules (MN) by laser diffraction,
the formulations were characterized by photon correlation spec-
troscopy using a Zetasizer® Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, UK). The formulation was adequately diluted 250 times
and analyzed (10 scans for each analysis). The hydrodynamic
diameter was determined in triplicate batches by fitting the corre-
lation function using the method of cumulants. The z-average
diameter and the polydispersity index (PDI) values were calculated
using Dispersion Technology Software (version 4.00, 2002, Malvern
Instruments Itd, Malvern, UK).

24. Production and characterization of 2C7 scFv anti-LDL{-)

SMD1168 strain Pichia pastoris was purchased from Invitrogen
Life Technologies (Cat# C17500, Thermo Fisher Scientific, Mas-
sachusetts, USA) and used for the production of 2C7 scFv ant-
LDL(~). The 2C7 scFv anti-LDL(-) was expressed in the yeast,
which was grown in BMMY (buffered methanol-complex) medium
for 72 h at 20 °C and 200 rpm in an incubator shaker (Cat# AG CH-
4103, Minitron, Infors HT, Bottmingen, Switzerland), with the addi-
tion of 1% methanol and 1 mM PMSF every 24 h. The supernatant
obtained from the culture of P. pastoris was added to a Ni Sephar-
ose 6 Fast Flow resin (Cat# 17-5318-01, GE Healthcare Life
Sciences, Sao Paulo, Brazil) and the 2C7 scFv anti-LDL(-) was
eluted with binding buffer containing 500 mM imidazole (Sigma-
Aldrich, Sao Paulo, Brazil). For enzymatic deglycosylation and
cleavage of high-mannose glycans, the purified 2C7 scFv anti-LDL
(=) was denatured with 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS)
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) and 0.04 M dithiothreitol (DTT)
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) for 10 min at 100°C. A 0.5%

sodium citrate buffer containing 1000 units of endoglycosidase H
(Cat# P0702S, Endo H, New England Biolabs, Massachusetts, USA)
was added to the digestion system for 1 h at 37 °C. A SDS-PAGE
using two polyacrylamide gels was performed to separate the puri-
fied proteins. One gel was stained with silver for protein visualiza-
tion, and the second one was transferred to a Hybond ECL
nitrocellulose membrane (Cat# RPN82D, GE Healthcare Life
Sciences, Massachusetts, USA) for Western blotting analysis. All
the procedures described here were performed as indicated in pre-
vious work [18].

25. Cell lines and cell culture conditions

The RAW 264.7 murine macaophages were acquired from the
Rio de Janeiro Cell Bank (Cat# 0212, BCRJ/UFRJ, Rio de Janeiro, Bra-
zil) and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were pur-
chased from American Type Culture Collection (Cat# CRL-1730,
ATCC, Virginia, USA). Both cell lines were cultured in RPMI 1640
medium (Cat# 11875-093, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Mas-
sachusetts, USA) containing 2 mM L-glutamine, 2 g/L sodium bicar-
bonate (Cat#S5761, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil), and a mix of
100 pg/mL streptomycin and 100 U/mL penicillin (Cat# 15070-
063, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) and
10% fetal bovine serum (Cat#12483-020, Gibco, Thermo Fisher Sci-
entific, Massachusetts, USA) at 37 °C and 5% CO; in fully humidified
air.

26. In vitro toxicity

Cell death (apoptosis and necrosis) and cell cycle assays were
performed by flow cytometry to evaluate the effect of Phe-
MCMN-Zn and scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn after 24 h of treatment
at 37 °C. For the cell death assays, 1 x 10° RAW 264.7 or HUVECs
per well were treated with several concentrations of Phe-MCMN-
Zn (10*-10° particlesymL) and scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn
(3.125-100 pg/mL) each time. Following the treatment, the cells
were detached with trypsin-EDTA (0.05%) (Cat# 25300-054, Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA), washed with PBS
and resuspended in the reaction buffer provided in the APOAF kit
(Cat# A9210, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), for the detection
of apoptosis and necrosis processes. Cells were incubated with
annexin V FITC conjugate (apoptosis) at 0.625 pg/mL and propid-
ium iodide solution (necrosis) at 2.5 pg/mL for ten minutes while
protected from light at room temperature. Cells without any treat-
ment were used as the control and cells treated with 5% DMSO
(dimethylsulfoxide) (Cat# D8418, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil)
were used as the positive control for cell death. For the cell cycle
assays, 2 x 10° RAW 264.7 or HUVEGs, in each well, were exposed
to 10* Phe-MCMN-Zn particles/mL or 6.25 pg/mL scFv anti-LDL( - )-
MCMN-Zn under the same time and temperature conditions
described above. Before sample analysis, the cells were treated
with a lysis buffer containing 0.1% sodium citrate and 0.1% triton
and with a 10 mg/mL RNase A solution (Cat# 12091-039, Invitro-
gen, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) and stained
with propidium iodide at 1 mg/mL for 30 min while protected from
light at room temperature. All samples were analyzed with a FACS-
Canto flow cytometer (Becton, Dickson and Company Biosciences,
New Jersey, USA) and the data analysis of 10,000 events, for each
experimental condition, was performed using Flow Jo software
(version 9.5.1, Tree Star Inc., Oregon, USA).

2.7. Animals and chow
Male C57BL/6] homozygous low-density lipoprotein receptor-

deficient mice (Ldlr~/~) were maintained at 22°C on a 12 h light
and dark cycle. It was provided a semi-synthetic hypercholes-
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terolemic diet (0.5% w/w cholesterol), based on a Western-type
diet (Rhoster, Sao Paulo, Brazil), consisting of 20% fat, 0.5% cholic
acid (Cat# 135240, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil), 16.5% casein,
and vitamins and minerals according to the American Institute of
Nutrition AIN-93 recommendations [26], to mice employed in
the initial atherosclerotic lesion protocol. All experiments were
approved (CEUA/FCF[266) by the Animal Research Ethics Commit-
tee of the Faculty of Pharmaceutical Sciences of The University of
Sao Paulo in agreement with the Brazilian College for Animal
Experimentation guidelines.

2.8 Acute toxicity evaluation

The guideline for testing of chemicals no. 423 (OECD, Organiza-
tion for Economic Co-operation and Development) was followed
for the acute toxicity evaluation. Male C57BL/6] Ldlr”'~ mice
received an intravenous administration via the tail vein of a single
dose of phosphate-buffered saline (PBS; vehicle group), or of
2.5 mg/kg (of body weight), 5 mg/kg, 10 mg/kg or 25 mg/kg scFv
anti-LDL(—)-MCMN-Zn. The control group was not administered
any of the proposed treatments. The mice were monitored and
parameters such as bristly hair, dyspnea, tremors, convulsions,
salivation, diarrhea, lethargy, coma and death were evaluated 1,
3,6, 9, 18, 24 and 48 h after the treatment administration. Three
animals were employed for each experimental group, for a total
of eighteen mice. To assess the possibility of hepatic impairment,
animals continued to receive weekly doses of the same treatments
described for 4 weeks. After this time, the mice were euthanized
with 30 mg/kg of ketamine hydrochloride (1.0 g/10 mL) (CEVA,
Sao Paulo, Brazil) and 15mg/kg of xylazine hydrochloride
(2.0 mg/100 mL) (CEVA, Sao Paulo, Brazil) according to the Ameri-
can Veterinary Medical Association (AVMA) recommendations
[27]. Liver tissue samples were taken, fixed in 10% buffered forma-
lin for 48 h and embedded in paraffin. The tissue samples were cut
into three-micrometer sections and stained for histopathology
with hematoxylin and eosin, which were both obtained from
Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brazil).

2.9, Treatment of C57BL/6] Ldlr~/~ mice

Atotal of 45 males, 12-week-old, C57BL/6] Ldlr~/~ mice, divided
into three groups (n = 15 per group), received one of the following
treatments via intravenous administration, by tail vein once a
week for 4weeks: PBS (vehicle group), 10° particles/kg Phe-
MCMN-Zn and 5 mg/kg scFv anti-LDL( - -MCMN-Zn. The first dose
of these nanoformulations was administered one week prior to the
beginning of the hypercholesterolemic diet. The experiments were
performed according to an initial atherosclerotic lesion protocol
(Fig. S1 - Supplementary data) that has been described previously
[28]). After 28 days, mice were anesthetized with 10 mg/kg of keta-
mine hydrochloride (1.0g/10mL) and 5mgl/kg of xylazine
hydrochloride (2.0 mg/100 mL). Blood was collected by cardiac
puncture and then centrifuged at 1500g for 15 min at room tem-
perature to obtain serum. The serum lipid profile [total cholesterol
(TC), triglyceride (TG), very low-density lipoprotein cholesterol
(VLDL-C), low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and high-
density lipoprotein cholesterol (HDL-C)] and the levels of the hep-
atic enzymes aspartate aminotransferase (AST) and alanine amino-
transferase (ALT) were determined using direct methods with
commercial kits from Labtest Diagnostica (Sao Paulo, Brazil).

2.10. Measurement of atherosderotic lesion area
The hearts of 5 mice from each group were collected to evaluate

the effect of the treatments on the atherosclerotic lesion area. The
heart samples were perfused with PBS, fixed in 10% buffered for-

malin for at least 48 h and embedded at 40-50 °C in gelatin solu-
tions with three different concentrations: 5% for three hours, 10%
for three hours and 25% gelatin for 16 h [28]. The samples were fro-
zen in mounting medium (KILLIK, Cat# EP-9801 EasyPath, Sao
Paulo, Brazil) and the aortic arch at the heart was sectioned in con-
secutive cuts of 5 um thickness, with an average interval between
cuts of 250-300 um [29]. The slides were stained with Oil Red O
(Cat# 00625, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil), Light Green SF Yel-
lowish (Cat# 861200, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) and Harris
Hematoxylin (Cat# HHS128, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil) in
order to stain and identify lipids (red color), collagen fibrils (green
color) and nudei (blue color) respectively. The sections were ana-
lyzed under a Nikon optical microscope coupled to a camera. The
program NIS-Elements AR™ version 3.10 was used for image cap-
ture, and Image ] software (version 1.46r for Mac, National Insti-
tute of Health, Maryland, USA) was used to determine the
atherosclerotic area. All analyses were double blind and carried
out by two independent observers.

2.11. Gene expression analysis by gRT-PCR

The expression levels of mRNA were determined by real-time
quantitative PCR using the aortic arch of 5 mice from each experi-
mental group. Total RNA was isolated from an atherosclerotic
lesion area with TRIzol reagent (Cat# 15596-018, Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) according to the
manufacturer’s recommendations. For the synthesis of a single-
stranded cDNA, 2 pg of total RNA was treated with High Capacity
RNA to cDNA Master Mix (Cat# 4387406, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) for 5 min at 25 °C, 30 min at 42 °C and 5 min
at 85 °C, according to the manufacturer’s instructions. The real-
time quantitative PCR reactions were performed with 20 ng of
cDNA using the SYBR Green Master Mix (Cat# 4364346, Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA) and specific primers for IL-
1B gene (Il1b): sense primer, 5'TTCCCATTAGACAACTGCACTAC3',
and anti-sense primer, 3'GTCGTTGCTTGGTTCTCCTTS', RPL13a were
used as a normalization gene (Rpl13a): sense primer, 5STCCTCAA
GACCAACGGACTCCT3', and anti-sense primer, 3’AACCTTTGGTCCC
CACTTCCCTS'. The reactions were measured in a 7500 Fast Real-
time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA). The relative mRNA expression levels were
calculated by the 244" method [30].

2.12. Immunohistochemical analysis

To evaluate the expression of CD14 and TLR-4, the heart tissue
samples of 5 mice from each group were collected, fixed in 10%
buffered formalin for 48 h and embedded in paraffin. The hearts
were cutinto 5 pum sections between the aortic sinus and the aortic
root as described above. (D14 and TLR-4 were detected with anti-
(D14 (1:400) (Cat# ab133335) and anti-TLR4 (1:80) (Cat#
ab13556), respectively, which were both obtained from Abcam
(Cambridge, UK). The (D14 and TLR-4 staining was quantified
using Image ] software. All analyses were double blind and the data
were independently extracted by two observers.

2.13. Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA and the results are reported as
mean values + SD. Tukey's test was used for paired comparisons
analysis. A value of p < 0.05 was considered statistically significant.
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3. Results

3.1. Preparation and characterization of the scFv anti-LDL{ —)-MCMN-
Zn nanoformulation

The lipid-core nanocapsules (LNC) and the chitosan-coated
lipid-core nanocapsules (MN) showed unimodal size distribution
profiles by laser diffraction (Fig. S2). The values of the volume-
weighted mean diameter D[4,3] and Sauter mean diameter D
[3,2] were similar for both formulations (Table 1) indicating nar-
row particle size distributions. The chitosan coating in MN caused
a slight increase in both D[4,3] and in D[3,2] compared with the
LNC values. Both formulations had a specific surface area between
53 and 55m?g~".

Metal-complex multi-wall nanocapsules (MCMN) were formed
after the MN formulation was reacted with Zn>*, The complex was
highly reactive and, thus, scFv anti-LDL( —) was immediately added
to form the scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn in aqueous dispersion.
Fig. 1 shows an illustrative model of the scFv anti-LDL(-)-surface
functionalized nanocapsules [scFv anti-LDL{—)-MCMN-Zn]. Photon
correlation spectroscopy analysis of LNC, MN and scFv anti-LDL
(=FMCMN-Zn showed that the z-average particle diameters
increased after the coating with chitosan and the reaction with
Zn** and scFv anti-LDL(-) (Table 2). The PDI values were lower
than 0.20 for all samples (Table 2) demonstrating that the narrow
size distribution was preserved after the interfacial reactions were
conducted in LNC. The results suggested that no aggregation
occurred after the nanocapsule surface functionalization.

32. In vitro toxicity

In both the RAW 264.7 and HUVEC cell lines, the nanocapsules
Phe-MCMN-Zn caused no significant changes in the cell death
(apoptosis + necrosis) percentage at any evaluated concentrations
(10*-10° particles/mL) relative to that in the main control
(Fig. 2A and B). The scFv anti-LDL(—)}-MCMN-Zn nanoformulation
did not induce cell death in the RAW 264.7 macrophages (Fig. 2C)

Table 1
Laser diffraction analysis: volume-weighted mean diameter D[4,3] Sauter mean
diameter D[3,2] and spedfic surface area for the LNC and MN formulations.

Sample D[4,3] (nm) D[3,2] (nm) Specific surface area (m2g~')
LNC 120445 109 £35 55+18
MN 130+£35 114206 53+01

scFv anti-LDL(-)

™~

Table 2

Photon correlation spectroscopy analysis: z-average diameter and polydispersity
index (PDI) of lipid-core nanocapsules (LNC), multi-wall nanocapsules [chitosan-
coated lipid-core nanocapsules (MN)] and scFv anti-LDL(—)-surface functionalized
multi-wall nanocapsules [scFv anti-LDL{— -MCMN-Zn].

Sample z-average PDI

diameter (nm) (dimensionless)
LNC 112+13 0.16+003
MN 124+34 0.16+0.02
scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn 182 £65 023+003

and HUVEC (Fig. 2D) treated with concentrations of 6.25 pug/mL or
lower and with 25 pg/mL or lower, respectively, compared with
non-treated cells. No significant changes were observed at any cell
cycle stage for RAW 264.7 macrophages (Fig. 2E) and HUVECs
(Fig. 2F) treated with the selected concentrations of Phe-MCMN-
Zn (10* particles/mL) and of scFv anti-LDL(—)}MCMN-Zn
(6.25 pg/mL) compared with the control. In addition to these
results, a previous report from our group [ 18] demonstrated that
at 6.25 pg/mL, 2C7 scFv anti-LDL(-) is not toxic to RAW 264.7
macrophages.

33. Acute toxicity evaluation

At1,3,6,9, 18,24 and 48 h after the intravenous administration
of the nanoformulations, none of the monitored mice presented
the typical signs of toxicity (bristly hair, dyspnea, tremors, convul-
sions, salivation, diarrhea, lethargy, coma and death). In regard to
liver toxicity that was evaluated using histopathological analysis
of the liver samples, only the control mice, which received no treat-
ment, showed no changes. The histopathological analysis of all the
other groups, including the PBS-treated vehicle group, indicated
the presence of cytoplasmic lipid droplets and inflammatory infil-
trate in the centrilobular region of the liver (Fig S3 - Supplemen-
tary data). Based on these data and on the previous report of our
group showing that 5 mg/kg 2C7 scFv anti-LDL{ ) was atheropro-
tective [18], the 5 mg/kg dose of scFv anti-LDL({~)-MCMN-Zn was
chosen to evaluate the effect of the nanoformulation on the initial
atherosclerotic lesions of C57BL/6] Ldlr~/~ mice.

34. Effect of scFv anti-LDL(— )-MCMN-Zn on atherosclerosis in Ldlr '~
mice

No significant differences among the groups were observed for
the weight and food intake (Table S1, Supplementary data). The

Lipid core
Polymeric membrane

Chitosan coating

Metal complex (Zn®')

Fig. 1. lllustrative model of scFv-anti-LDL(—)-surface functionalized nanocapsules [scFv anti-LDL{ - )-MCMN-Zn] binding to the LDL(-). From the inner to the outer pseudo-
phases: lipid-core composed of sorbitan monastearate and capric/caprylic triglyceride, polymer wall compased of poly(e-caprolactone), negative region composed of lecithin
containing phasphatidic acid, positive region composed of chitasan, black dots compased of Zn® and surface composed of scFv-anti-LDL(—) and polysorbate 80 (omitted).
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Fig. 2. In vitro toxicity of Phe-MCMN-Zn nanopartides and of the scfv anti-LDL{ - )>MCMN-Zn nanoformulation. Cell death percentage of (A) RAW 264.7 macrophages
(2 x 10° cellsjwell) and (B) HUVECs (2 x 10° cells/well) treated with several concentrations of Phe-MCMN-Zn (10°-107 particles/mL). Cell death percentage of (C) RAW 264.7
macrophages and (D) HUVECS treated with several concentrations of scFv anti-LDL{ — -MCMN-Zn (100-3.125 pg/mL). Cell cyde data from (E) RAW 264.7 macrophages and
(F) HUVECs treated with Phe-MCMN-Zn at 10° partides/mL or scFv anti-LDL{— }-MCMN-Zn at 6.25 pg/mL, which is labeled scFv-MCMN-Zn. Data from three independent
experiments, performed in triplicate, are expressed as the means + SD “"p< 0.001 compared with control; ANOVA followed by the Tukey-Kramer test.

lipid profile (Table 3) and the plasma activity of hepatic enzymes
(Table 4) were not affected by the nanoformulations: no changes
were found in the studied groups. The atherosclerotic lesions at
the aortic sinus of the C57BL/6] Ldlr/~ mice induced by using

the initial atherosclerotic lesion protocol are shown in Fig. 3A
and can be identified by red staining which indicates the accumu-
lation of cholesterol-rich lipids in the arterial wall The administra-
tion of 5 mg/kg scFv anti-LDL( —)-MCMN-Zn promoted a significant
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Lipid profile of C57BL/6) Ldl—'- mice after treatment. The concentrations of total cholesterol (TC), high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein

on s bl
y lipop c
oformulation. Data are exp

cholesterol (LDL-C), triglycerides (TG) and very low-d
and scFv anti-LDI{ — -MCMN-Zn

1 (VLDL-C) were determined in all studied groups: Vehicle (PBS), Phe-MCMN-Zn nanocapsules
d in mg/dL as the means + SD (p > 0.05 compared with vehicle).

238

Groups TC (md/dL) HDL-C (mg/dL) LDL-C (mg/dL) VLDL-C (mg/dL) TG (mg/dL)
Vehide (PBS) 1860 +283 13.4+752 1730 + 267 4744113 9484227
Phe-MCMN-Zn 1910 + 520 28.4+857 17904 505 476+ 118 9524236
scPv anti-LDL{—)-MCMN-Zn 2000 £295 27.74555 1960 + 283 532:114 1064230

Table 4

Plasma levels of hepatic enzymes in C57BU6) Ldir7/~ mice after treatment. The
concentrations of aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase
(ALT) were determined in all studied groups: Vehicle (PBS), Phe-MCMN-Zn nanocap-
sules and scFv anti-LDL{ — -MCMN-Zn nanoformulation. Data are expressed in U/L as
the means + SD (p > 0.05 compared with vehicle).

Groups AST (ULL) ALT (UL)
Vehide (PBS) 1494639 177 £125
Phe-MCMN-Zn 1444575 1794962
scFv anti-LDL(—)-MCMN-Zn 166+47.7 151£718

decrease in the atherosclerotic lesion area (Fig. 3B) compared with
that of the vehicle treated control mice (p<0.01) and the Phe-
MCMN-Zn treatment group (p <0.01). In addition, the treatment
with scFv anti-LDL(~ }-MCMN-Zn caused a significant downregula-
tion (p<0.05) of Il1b mRNA expression (Fiz 3C) and decreased
(p<0.001) the expression of CD14 protein (Fig.3D) in the
atherosclerotic lesions at the aortic arch of the Ldlr~/~ mice. The
TLR-4 protein was not affected by the nanoformulation (Fig. 3E).

4. Discussion and conclusion

Atherosclerosis is considered to be a complex chronic inflam-
matory disease of the arterial walls [31] and it is strongly associ-
ated with elevated plasma levels of electronegative LDL [32,33],
an important factor in the initiation and progression of atheroscle-
rotic lesions | 13]. This particle typically represents less than 10% of
the total circulating LDL in healthy subjects [9]; however, its
plasma concentration may be increased in subjects with hyper-
triglyceridemia [9], familial hypercholesterolemia [34,35], diabetes
mellitus [36,37], or coronary artery disease [38], and in patients
undergoing hemodialysis [39]. Compared with native LDL, LDL(-)
has some differences in its composition and physicochemical prop-
erties that may be associated with its pro-inflammatory and pro-
atherogenic effects. The LDL(~) is an in vivo minimally modified
LDL subfraction constituted by very mildly oxidized particles with
higher susceptibility to aggregation and propensity to form
amyloid-like structures in comparison with native LDL [40-44].
The differences in the lipid composition of LDL(~) are correlated
with the promotion of conformational changes in the apoB-100
molecule, which is unfolded and seems to be sinking into the par-
ticle surface lipids [42]. These modifications of the apoB-100 mole-
cule in LDL{~) can contribute to its low binding affinity for the BJE
receptor [43]. Another property of LDL(~) that can contribute to
progression of atherosclerosis is its increased binding affinity to
arterial proteoglycans (PGs), through interactions between the
negatively charged carboxyl and sulfate groups of proteoglycans
and the positively charged residues of apoB-100; these interactions
favor the retention of LDL(~) on the proteoglycans of the extracel-
lular matrix of the arterial intima [44].

The approach of preventing and treating atherosclerosis
through the modulation of the immune responses is very promis-
ing [4546]. Antibodies against modified forms of LDL are able to
bind these particles and to neutralize their pro-inflammatory and
pro-atherogenic effects [47]. Previous reports from our group

demonstrated that the treatment of C57BL/6] Ldlr/~ mice with
an anti-LDL( ~) monoclonal antibody decreased the atherosclerotic
lesions at the aortic sinus [28]. To avoid possible deleterious effects
due to the uptake of the immune complexes formed between the
anti-LDL(—) monoclonal IgG and the LDL( ) particles via Fc gamma
receptors [48], the scFv fragment of this antibody was obtained
[18]. The antibody binding site remains intact within the antibody
fragment and there is no significant loss of specificity to the epi-
topes [49]; thus, the 2C7 scFv anti-LDL(-) obtained from this
mADb is specific to electronegative LDL and does not recognize the
native or non-modified LDL [18]. The administration of 5 mg/kg
2C7 scFv anti-LDL(-) to Ldir/~ mice promoted an anti-
atherogenic effect [18], indicating its potential role in the modula-
tion of atherosclerosis. Although the accelerated clearance of scFv
from blood reduces its cytotoxicity [50], the faster removal from
the circulation may limit its potential effects on target tissues
[51]. In this context, nanomedicine has been very helpful, because
the design and synthesis of nanoparticles can be precisely con-
trolled, allowing variations in their size, shape, stability, surface
charge and several other characteristics to improve their behavior
in different systems [52]. The high surface-to-volume ratio allows
the modification of the surface coating with drugs and bioactive
molecules that can improve the drug pharmacokinetics allowing
the use of drugs that are rapidly metabolized [53].

Although nanomedicine was initially focused on oncology, dur-
ing the last decade a substantial number of applications in cardio-
vascular disease were developed, particularly for atherosclerosis
[54]. As in cancer, several strategies can be used to target the
atherosclerotic plaque, and these strategies include nonspecific
targeting, through enhanced permeability of the luminal endothe-
lium, or specific targeting, through the use of functionalized
nanoparticles [55]. In the last years, different antibody fragments
(e.g., scFv) that lack the crystallizable fragment (Fc) portion have
been used in the construction of nanodevices for therapeutic pur-
poses [56]. Due to the small size of scFvs compared with the whole
antibody, the conjugation between scFvs and nanoparticles pro-
motes less variation in the partide diameter and greater homo-
geneity of the nanoparticulate systems [57].

The present study shows a new and unique biotechnological
approach for the prevention and treatment of atherosclerosis with
a nanodevice specific to the pro-inflammatory and pro-atherogenic
LDL( ) particles, the scFv anti-LDL( —~ -MCMN-Zn nanoformulation.
A previous report demonstrated that the scFv anti-LDL(—)-MCMN-
Zn nanoformulation and the 2C7 scFv anti-LDL(-) in solution had
similar reactivity and specificity to LDL(~), showing that these
properties are preserved after the binding of the recombinant pro-
tein to the nanocapsule surface [25]. Our results showed that scFv
ant-LDL(—-)}-MCMN-Zn was not cytotoxic to RAW 264.7 macro-
phages or to HUVEC cells in the 6.25 pg/mL to 25 pg/mL scFv con-
centration range, as previously reported for the fragment itself
[18]. The apoptosis and necrosis percentage was not changed in
the same cell lines treated with different concentrations of the
Phe-MCMN-Zn nanocapsules [a formulation that lacks 2C7 scFv
anti-LDL(-)]; thus, it is clear that the scFv fragment, but not the
nanocapsules, limits the choice of concentrations and doses that
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Fig. 3. Effect of treating C57BL/6) Ldlr’/~ mice with Phe-MCMN-Zn nanocapsules and the scFv anti-LDL{—)}MCMN-Zn nanoformulation on the atherosderotic lesion
development at the aortic sinus. (A) Representative sections of the aortic sinus from the vehicle, the Phe-MCMN-Zn and scFv anti-LDL{—)-MCMN-Zn groups. Red color
indicates lipid accumulation, green color indicates collagen fibrils and blue color indicates the nuclei. 10x magnification images. (B) Atherosclerotic lesion area expressed as
the means + SD, “p<0.01 compared with vehicle and **p <001 compared with Phe-MCMN-Zn. (C) Relative gene expression of Il1b. Data expressed as the means £SD,
“p < 0.05 compared with vehicle. (D) Expression levels of CD14 detected by i hi hemistry and exp d as the means + SD, ~p <0.001 compared with vehicle and
(E) expression levels of TLR-4. ANOVA followed by the Tukey-Kramer test. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article.)
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were used in this study. Although all doses that were evaluated in
the acute toxicity assay led to minor hepatici nm’mrment the 5 mg/
kg dose was chosen for the treatment of Ldlr™'~ mice. In fact, the
C57BL[6] Ldlr~'~ mouse strain shows high levels of total choles-
terol, triglycerides and LDL cholesterol and has a predisposition
to developing hepatic steatosis, depending on the composition of
the diet provided [58]. In this context, the findings from the
histopathological analysis cannot be correlated with a deleterious
effect of the scFv anti-LDL{ -~ -MCMN-Zn nanoformulation on liver
function. After four weekly doses, this nanoformulation was able to
decrease the atherosclerotic lesion area of Ldlr/~ mice by more
than 50%, relative to that in non-treated mice. This change is nota-
ble compared to the atheroprotective effect demonstrated by the
fragment itself, which was able to decrease the atheroma area in
the aortic sinus by approximately 40% [18]. In fact, the presence
of several scFv fragments on the surface of the nanoformulation
increased the atheroprotective effect of the 2C7 scFv anti-LDL(~)
due to its conjugation to the nanocapsules.

In addition, the present study demonstrated that the scFv anti-
LDL(~)-MCMN-Zn nanoformulation decreased the Il1b mRNA
expression and CD14 protein levels in the atherosclerotic lesions
at the aortic arch. This finding is relevant because of the pro-
inflammatory action of LDL(~) on monocytes and macrophages
leading to inflammasome activation is mediated by (D14 and
TLR4 [59,60]. CD14 and TLR4 are expressed on the cell surface of
monocytes and macrophages [61] and work as a complex during
the cytokine release in these cells; they act as pattern recognition
receptors that are able to activate multiple genes related to the
pro-inflammatory cytokines that participate directly in atheroscle-
rotic lesion development and plaque instability, such as IL-1p and
IL-6 [62]. In fact, blocking CD14 in monocytes promoted a greater
than 70% inhibition of IL-1p secretion |63 ]. Considering this result
and the fact that IL-1p acts not only in the activation of immune
cells, such as lymphocytes [64], but also in stimulating the produc-
ton of other cytokines by macrophages, endothelial cells and
smooth muscle cells [65], the findings described here confirm the
great importance of our nanoformulation in the context of
atherosclerosis.

In conclusion, this study reports for the first time the beneficial
effects of a nanoformulation composed of biodegradable multiwall
polymeric nanocapsules functionalized with a scFv reactive to
electronegative LDL, demonstrating its applicability for the preven-
tion or treatment of atherosclerosis.
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Abstract:

Atherosclerosis can be originated from the accumulation of modified cholesterol-rich
lipoproteins in the arterial wall. The electronegative LDL, LDL(-), plays an important
role in atherosclerosis once is internalized by macrophages, contributing to the
formation of foam cells inducing an immune-inflammatory response. We aimed to
obtain a nanoformulation containing highly pure surface-functionalized
nanocapsules using as ligand a single chain fragment variable (scFv), reactive to
LDL(-), to demonstrate its beneficial effects on decreasing LDL(-) uptake by human
and murine primary macrophages. Flow cytometry, confocal and CytoViva®
microscopy analysis showed that the nanoformulation is internalized by human and
murine macrophages by different endocytosis mechanisms. Moreover, the
nanoformulation promoted a significant decrease of LDL(-) uptake by both human
and murine primary macrophages besides the inhibition of /L1B and MCP1 mRNA
and protein expression induced by LDL(-). The results showed a promising
application of the nanoformulation in future preventive and therapeutic strategies for
atherosclerosis.

Keywords: Atherosclerosis, nanocapsules, nanoformulation, electronegative LDL,
macrophage, single chain fragment variable.

Background
In the last years, nanoparticles have been widely used for medical applications [1]

either for diagnosis, therapy or molecular imaging [2]. This great acceptance is
related to properties presented by nanoparticles such as their versatility of
formulation, colloidal size, biocompatibility and sustained-release properties [3].
This set of characteristics has also encouraged the use of nanoparticles as drug
carriers, allowing the delivery of drugs, peptides, antibodies and recombinant
proteins at a specific rate and at a specific site [4]. The use of synthetic polymer
nanoparticles and nanoparticle-protein conjugates, or functionalized nanoparticles,
as nanocarriers improves the effectiveness of potential biodrugs, providing
promising advantages, such as improved stability, a precise control of their
pharmacokinetics and bioavailability and increased residence time in the body [5].
Moreover, these nanoparticles have greater interaction with cells due to their larger
contact surface [6] besides to promote targeting to specific sites of action [2]
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allowing crossing organ barriers such as the blood-brain barrier and the cell
membrane [7]. Furthermore, the use of nanocarriers enables the safe delivery of
toxic therapeutic compounds, protecting non-target tissues and cells from possible
damaging side effects [5].

Although nanomedicine’s applications were initially focused on oncology, a
substantial number of studies in cardiovascular diseases were conducted during the
last decade, particularly for atherosclerosis [8] — a complex chronic inflammatory
disease that can be originated by b the accumulation of modified cholesterol-rich
lipoproteins in the arterial wall of large- and medium-sized arteries, mediating an
immune-inflammatory response [9]. Briefly, the accumulation of modified low-
density lipoprotein (LDL) particles, such as the electronegative LDL [LDL(-)], leads
to endothelium activation and recruitment of monocytes and T cells into the arterial
intima, as a result of increased expression of leukocyte adhesion molecules. These
modified LDL particles are taken up by macrophages through scavenger receptors,
leading to the formation of foam cells and production of pro-inflammatory cytokines
[10]. LDL(-) has pro-inflammatory and pro-angiogenic properties that may contribute
to the progression of atherosclerosis [11], making this lipoprotein subfraction an
excellent candidate for specific targeting therapy.

In this study, we aimed to synthesize lecithin-chitosan-coated lipid-core
nanocapsules having at the surface, as ligand, a scFv (single chain fragment
variable) reactive to LDL(-), to demonstrate the beneficial effects of the
nanoformulation on decreasing of LDL(-) uptake by human and murine primary
macrophages. Additionally, we demonstrated that the nanoformulation is
internalized by human and murine macrophages by different endocytosis
mechanisms, suggesting its promising use in drug delivery and drug targeting
approaches for prevention and treatment of atherosclerosis.

Methods

Human and animal rights

The study was approved by the Human Research Ethics Committee for the use of
human blood (n. 114/2010), and by the Animal Research Ethics Committee, for the
use of C57BL/6J homozygous low-density lipoprotein receptor-deficient mice (Ldlr”)
(n. 392/2013), both of the Faculty of Pharmaceutical Sciences from the University of
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Sao Paulo, in agreement with the Brazilian College for Animal Experimentation

guidelines.

Materials

Poly(e-caprolactone) (PCL) (#440752; M,, 10,000 g/mol, M,, 14,000 g/mol), sorbitan
monostearate (Span 60®, #S7010), chitosan (#48869; M,, 50,000-190,000 g/mol,
75-85% deacetylated) and zinc acetate (#383317) were acquired from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, FR). Capric-caprylic triglyceride (CAS#73398-61-5)
and polysorbate 80 (Tween 80®, #P1754) were delivered by Delaware (Porto
Alegre, BR). Soybean lecithin (Lipoid S75°, #776132-15/301) was obtained from
Lipoid (Ludwigshafen, DE). Acetone and ethanol (analytical grade) were used as
received. For flow cytometry assays, all samples were analyzed with a FACSCanto
flow cytometer (BD Biosciences, NJ, USA) and the data analysis of 10,000 events,
for each experimental condition, was performed using Flow Jo software (version
9.5.1, Tree Star Inc, OR, USA). For confocal microscopy analysis, images were
obtained with a Zeiss LSM 510 Meta confocal microscope with a HAL 100
illuminator (Carl Zeiss Microscopy, Cambridge, UK).

Synthesis of chitosan-lecithin-coated lipid-core nanocapsules
Synthesis of lecithin-lipid-core nanocapsules

A pre-formulation study to determine the optimized concentration of lecithin in the
lipid-core nanocapsules was conducted. Formulations were named considering the

lecithin concentration (Supplementary material).

Chitosan coating of lecithin-lipid-core nanocapsules

A pre-formulation study to determine the optimized concentration of chitosan to coat
the lecithin-lipid-core nanocapsules was conducted. Nine different formulations
were prepared (Supplementary material) by varying the chitosan concentration (0.5
to 1.4 mg/mL). After the selection of the best chitosan coating and considering the
final concentration of acetic acid in the formulation (and pH) for the biological

evaluations, the selected formulation was prepared using 1% acetic acid.
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Production of scFv anti-LDL(-)

The scFv-anti-LDL(-) was expressed in the yeast Pichia pastoris (SMD1168 strain —
#C17500, ThermoFisher Scientific, MA, USA), as previously reported [12]
(Supplementary material).

Surface functionalization to produce the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn
nanoformulation

A pre-formulation study was conducted to determine the optimal concentration of
scFv anti-LDL(-) in the nanocapsule formulation. The selected formulation (LNCy7)
was added of zinc acetate solution and immediately (after 1 min) of scFv anti-LDL(-)
aqueous solution (Supplementary material) .

Isolation of LDL(-)
The isolation of LDL(-) was performed by sequential flotation ultracentrifugation
according to Faulin and co-workers, 2012 [13] (Supplementary material).

Cell isolation and culture conditions

Human monocytes were isolated from peripheral blood [14] using Ficoll gradient
(#17-829E, Lonza, MO, USA), Leucosep™ tubes (#227290, Greiner Bio-One, NC,
USA) and CD14 microbeads selection system (#130-050-201, Miltenyi Biotec, CA,
USA) and differentiated (Supplementary material) into macrophages with human
recombinant macrophage colony-stimulating factor (M-CSF, #78057, StemCell
Technologies, WA, USA). To obtain murine primary macrophages (Supplementary
material), bone marrow cells were isolated from femur and tibia of C57BL/6J Ldlr”
mice and differentiated (Supplementary material) in the presence of growth factors
as previously described [15]. For treatments, both macrophages were cultured in
RPMI 1640 medium containing 2 mM L-glutamine, 2 g/L sodium bicarbonate
(#S5761, Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brazil), and a mix of 100 pg/mL streptomycin
and 100 U/mL penicillin (#15070-063, Gibco®, MA, USA) and 10% fetal bovine
serum. The concentration of FBS was reduced to 1% 16 hours before the
treatments. For flow cytometry assays, 2.5 x 10° murine or human primary
macrophages were seeded in 12-well plates, exposed to the treatments, detached
with sequential pipetting and resuspended in PBS for analysis. For confocal
microscopy, 4-well CELLview™ glass bottom dishes (#627975, Greiner Bio-One,
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Frickenhausen, DE) were used for culture of 2.5 x 10° murine or human primary
macrophages. These cells were treated and, after 3 hours, fixed with 10% neutral
buffered formaldehyde for 15 minutes. The fluorophore DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole Dihydrochloride, #D1306, Gibco®, NY, USA) was added to stain the
cells nuclei. All experiments included a control group that did not receive any

treatment.

Cellular uptake of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation

Flow cytometry and confocal microscopy

The internalization of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation by murine
and human macrophages was evaluated by flow cytometry and confocal
microscopy. For these, the fluorophore Rhodamine B was chemically bound to PCL
and, then, this PCL-RhoB conjugate was incorporated to the nanocapsule structure
during the first step of its synthesis using a blend PCL-RhoB/PCL (1:10, w/w). The
cells were incubated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn
nanoformulation for 3 hours at 37 °C and then evaluated.

Fluorescence and hyperspectral microscopy by CytoViva®

The fluorescence and enhanced dark field hyperspectral microscopy (CytoViva Inc,
AL, USA) was also performed to evaluate the internalization of the nanoformulation
by the macrophages of both species. Therefore, 2.0 x 10° cells/well were seeded in
extra clean dust-free Nexterion® Glass D coverslips (#D263T, Schott, NY, USA)
present in 6-well plates. Cells were incubated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-
MCMN-Zn nanoformulation, containing the fluorophore Rhodamine B, for 3 hours at
37 °C. After the treatment, coverslips were carefully placed on slides containing 10
uL of PBS and imaged using a CytoViva® Ultra Resolution Imaging System
(CytoViva, Inc., AL, USA), mounted on an Olympus BX51 microscope (x1,500
maghnification; Olympus, Tokyo, JP). The fluorescence images were taken with a
Dage XL CCD digital camera with Image Processing Software (DAGE®, Japan).
Data were collected from multiple areas using the Specim V10E CCD spectral
camera, and the respective average spectrum for each sample determined using
the CytoViva customized ENVI Hyperspectral Image Analysis software.
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Endocytosis study

To determine the mechanisms involved in the internalization of the scFv-anti-LDL(-)-
MCMN-Zn nanoformulation by murine and human macrophages, flow cytometry
assays were also performed. The cells were treated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-
LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation for 3 hours at 37 °C, after a previously 1 hour
treatment with the following endocytosis inhibitors: 50 uM Chloroquine, 40 uM
Cytochalasin D, 50 uM EIPA [5-(N-Ethyl-N-isopropyl) amiloride], 80 yM Dynasore
and 1 uyM Brefeldin A for inhibition of endocytosis, phagocytosis, macropinocytosis,
dynamin-dependent endocytosis and intracellular protein transport, respectively.

Cellular uptake of LDL(-)

The effect of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation on the uptake of
LDL(-) by both species of macrophages was evaluated by flow cytometry. Cells
were treated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation and
37.5 pg/mL of LDL(-) individually or combined for 3 hours at 37 °C. The LDL(-) was
labeled with the fluorophore Dil(C+s) (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-
Tetramethylindocarbocyanine Perchlorate, #D282, Life Technologies, USA) [16].

Gene expression analysis by qRT-PCR

The expression levels of MRNA were determined by real-time quantitative in a PCR
7500 Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, MA, USA). Cells were
treated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation and 37.5
pug/mL of LDL(-) individually or combined for 24 hours at 37 °C. Primers for IL-1(3
and MCP-1 were used (Table S1). The mRNA expression was normalized with
GAPDH for human and Rp/13a and for murine macrophages and calculated by the
2228 method [17].

Expression of IL-138 by Cytometric Beads Array (CBA)

To evaluate the expression of IL-13, CBA assays were performed by flow
cytometry, using the Human IL-1B Flex Set Kit (#558279, BD Biosciences, CA,
USA) or the Mouse IL-1B Enhanced Sensitivity Flex Set Kit (#562278, BD
Biosciences, CA, USA). The supernatant of 1 x 10° cells after 48 hours treatment at
37 °C as described before was collected, and the samples were prepared as
suggested by the instruction manual of the product.
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Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA and the results are reported as mean values + SD.
Tukey’s test was used for paired comparisons analysis. A value of p < 0.05 was
considered statistically significant.

Results
Synthesis of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation
Pre-formulation study to determine the optimal concentration of lecithin in lipid-core

nanocapsules

The lecithin-lipid-core nanocapsules showed white-turbid macroscopic aspect. All
formulations presented pH values slightly acid from 4.4 to 6.1 (Table S2). Laser
diffraction analysis showed unimodal size distribution profiles when lecithin was
used up to 9 mg/mL (Fig. S1). The volume-weighted mean diameters (D[4,3],) were
similar (p > 0.05) (close to 125 nm) when the lecithin solution was used at
concentrations from 3 to 9 mg/mL, while the use of lecithin solutions above 10
mg/mL led to formulations presenting D[4,3]y higher than 1,400 nm, indicating the
presence of microstructures in the formulations (LNC+o, LNC12 and LNC44) (Fig. S2).
The polydispersity (SPAN) showed clearly narrow size distributions for LNC; to
LNCy and highly polydispersed systems for LNCiy to LNCis (Table S2).
Furthermore, the median diameters calculated by number of particles, d(0.5),, were
lower than 90 nm for all formulations, and zeta potential decreased from -8.2 mV
(LNC3) to -20.0 mV (LNC,) remaining constant for the other formulations. LNCg was
the selected lecithin-lipid-core nanocapsule formulation, which dynamic light
scattering analysis (Fig. S3) showed mean diameter (z-average) of 11744 nm and

polydispersity index (PDI) of 0.1, indicating narrow size distribution.

Pre-formulation study to determine the optimal concentration of chitosan to coat the

lecithin-lipid-core nanocapsules

Chitosan was used to coat the surface of the lecithin-lipid-core nanocapsules (Fig.
S4). The selected formulation, LNCy, was reacted with chitosan aqueous solutions
at concentrations from 5 mg/mL to 14 mg/mL. The pH values varied from 3.6 to 4.0,
the volume-weighted mean diameters (D[4,3]y) were close to 130 nm, except for the
formulation prepared with the lowest concentration of chitosan, which had D[4,3], of

161 nm (Table S3). Laser diffraction analysis showed unimodal nanometric particle
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size distributions (Fig. S5). The polydispersity (SPAN) was 1 for all formulations
excepting for LNC*y5, which value was 2. All zeta potential values were positive
increasing from 9.6 mV to 17.6 mV, when the chitosan solution varied from 5 to 8
mg/mL, from 16.0 mV to 19.2 mV when the chitosan solution varied from 9 to 12
mg/mL, and it was higher than 20 mV when the chitosan solution had a
concentration above 13 mg/mL.

To determine the optimal concentration of chitosan new batches of formulations
LNC*¥5, LNC*,7 and LNC"14 were prepared (chitosan solutions at 5, 7 and 14
mg/mL) and analyzed by laser diffraction (Fig. S6). After storage at 5 °C for 7 days,
the formulations prepared with the lowest (LNC%ys) and the highest (LNC¥44)
chitosan concentrations showed volume-weighted mean diameters higher than 600
nm compared to the D[4,3], of LNC",; (Table S4), which was the only showing
constant mean diameter within 21 days of storage.

LNC*,7 was the selected formulation. Then, we repeated the synthesis of LNC"y7
using a 7 mg/mL chitosan solution in acetic acid at 1% decreasing the concentration
of acid in the solution. The new LNC", 7 formulation showed pH of 4.1+0.0, volume-
weighted mean diameter of 1303 nm and polydispersity (SPAN) of 1, indicating
narrow size distribution (Fig. S7). Zeta potential was 15.0£1.8 mV, and the dynamic
light scattering analysis showed mean diameter (z-average) of 127.0£3.1 nm and
PDI of 0.2. The only physico-chemical parameter presenting significant (p < 0.05)
difference from LNC"7 (prepared using 2% acetic acid) was the pH value, which
was higher for the new formulation; all other parameters were similar (p > 0.05)
comparing both formulations. Further characterization of LNC"y7 (prepared using
1% acetic acid) by nanoparticle tracking analysis (NTA) (Fig. S8) showed
hydrodynamic diameter, median diameter and particle number density, respectively,
of 162411 nm, 16148 nm and (0.94+0.4) x 10" particles/mL.

Pre-formulation study to determine the optimal concentration of scFv anti-LDL(-) to

functionalize the surface of the nanocapsules

The surface functionalization of chitosan-lecithin-coated lipid-core nanocapsules
with scFv anti-LDL(-) was carried out by an organometallic complex using Zn*? (Fig.
S9). To determine the minimal concentration of scFv to passivate the surface of the
nanocapsules, a pre-formulation study was performed. Four different formulations of
multi-wall nanocapsules (MCMN-Zn) containing scFv anti-LDL(-) at 50, 100, 200
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and 300 pg/mL, and Zn*? at 25 mg/mL were obtained. Dynamic light scattering
analysis (Fig. S10) showed similar correlation decays for the formulations
containing scFv anti-LDL(-) higher than 100 mg/mL but a slower decay for that
containing it at 50 mg/mL. Despite a moderate polydispersity (PDI = 0.2)
determined for all batches, the mean diameters (z-average) of the size distribution
curves (Fig. S11) were respectively 347+122, 12315, 12419 and 121£8 nm for the
scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulations containing the scFv at 50, 100, 200
and 300 mg/mL. The quantification of scFv in the ultrafiltrate (non-bound to the
nanocapsule surface) using a calibration curve of it (5 mg/mL to 70 mg/mL) (Fig.
S12) showed that the non-bound amount of scFv (soluble in the continuous phase
of the nanoformulation) was lower than 15% for the nanoformulations containing it
at 200 and 300 mg/mL (Table 1).

Evidence of intracellular uptake of  scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn
nanoformulation in vitro

Human (Fig. 1A) and murine (Fig. 1B) primary macrophages significantly
internalized scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation, after 3 hours treatment (p
< 0.001). Confocal microscopy images demonstrated this internalization by both
human (Fig. 1C) and murine (Fig. 1D) macrophages. These results were also
confirmed by fluorescence, enhanced dark-field and hyperspectral CytoViva®
microscopy (Fig. 2 and Videos S1 — control of human macrophages, S2 — control of
murine macrophages, S3 — human macrophages treated with scFv anti-LDL(-)-
MCMN-Zn and S4 — murine macrophages treated with scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn).
The fluorescence microscopy images monitoring the typical red emission of
Rhodamine B clearly showed the presence of nanocapsules inside macrophages,
whereas the enhanced dark-field CytoViva microscopy images showed the
presence of a large number of bright yellowish spots in the cell cytoplasm
corresponding to the nanocapsules, as compared to the control, whose spectrum
(Fig. S13) registered using the CytoViva microscope hyperspectral mode exhibiting

a maximum at 600 nm also corroborated those results.

Identification of endocytosis mechanisms related to the internalization of
scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation by macrophages
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Macropinocytosis inhibitor EIPA profoundly inhibited nanoformulation internalization
both in human (79.4% inhibition, p < 0.001) and murine (79.5% inhibition, p < 0.001)
macrophages (Fig. 3A and B). The uptake was also significantly inhibited by actin
polymerization inhibitor Cytochalasin D in both cell types (25.2% and 44.7%
inhibition for human and murine macrophages respectively, p < 0.01). Only human
macrophages responded with reduced nanoformulation uptake to inhibitor of
lysosomal acidification Chloroquine (67,4% inhibition, p < 0.001) and inhibitor of
dynamin, Dynasore (25.5% inhibition, p < 0.01), while ER to Golgi traffic inhibitor
Brefeldin A attenuated nanocapsule uptake in murine (28.1% inhibition, p < 0.05),

but not human macrophages.

Effect of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation on LDL(-) uptake by
macrophages

The treatment with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation for 3
hours significantly decreased LDL(-) uptake by both human (p < 0.001) and murine
(p < 0.001) macrophages (Fig. 4A and Fig. 4B, respectively) compared to LDL(-)

control.

Effect of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation on the pro-inflammatory
effects of LDL(-) in macrophages

The treatment of human macrophages with 6.25 ug/mL of nanoformulation caused
significant down regulation of IL1B (Fig. 5A) and MCP1/CCL2 (Fig. 5B) mRNA
expression, compared to LDL(-) control. The treatment also decreased IL-1 protein
levels (Fig. 5C) after 48 hours of stimulation. In murine macrophages, the
nanoformulation promoted a significant decrease of IL-18 mRNA expression and

abolished IL-1f protein secretion (Fig. 5D and Fig. 5E) compared to LDL(-).

Discussion

One of the greatest advantages of the use of nanotechnology in medical
applications is the ability to engineer materials that can interact with different cell
features and specific substrates in order to deliver drugs or bioactive molecules.
Moreover, the use of nanodevices conjugated with antibody fragments, such as the
scFv [18], has been increased due to their small size, compared to whole
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antibodies, which enables the reduction of the diameter variation of the
nanoparticulate systems after conjugation [19].

Recently, we proposed a new strategy to functionalize the surface of polymeric
nanocapsules using an organometallic complex to bind a ligand to the
nanostructure with high yields without needing for further purification steps [20; 21].
In the present study, we pursued an optimized nanoformulation to evaluate its
effects on macrophages. In this way, a highly pure nanoformulation in terms of
supramolecular structure is required to have reliable biological evaluation results.
Previously, the proportions of triglyceride, sorbitan monostearate and PCL have
been studied for the polysorbate 80-coated lipid-core nanocapsules [22], but the
optimized proportions of lecithin, chitosan, metal ion and ligand [scFv anti-LDL(-)] to
produce surface-functionalized nanocapsules were evaluated here. Considering the
volume-weighted mean diameters (D[4,3]y), the polydispersity (SPAN) and zeta
potential values for lecithin-lipid-core nanocapsules, its optimal concentration is 9
mg/mL. The results are in accordance to those previously observed [23] for lecithin
adsorbed on poly(lactide)-nanostructures, which zeta potential values reached a
plateau after surface site saturation. The negative zeta potential is a consequence
of the oxygenated species at the particle-water interface, which value increased in
modulus with the increase in the lecithin concentration due to the presence of
phosphatidic acid as impurity. The selected formulation (LNCy) was then reacted
with chitosan at different concentrations. The highest volume-weighted mean
diameter and the highest polydispersity (SPAN) determined for the formulation
prepared with the lowest concentration of chitosan (5 mg/mL) suggested that the
surface coating of the nanocapsules was not complete. Furthermore, a plateau is
observed when the 7 mg/mL chitosan solution was used to coat the LNGCg
formulation suggesting that a surface site saturation is occurring and a monolayer is
achieved. After storage at 5 °C, only the formulation coated with chitosan solution at
7 mg/mL was Kinetically stable. Considering the presence of polysorbate 80 in the
formulation, the mechanism of stability of those colloidal particles is based on both
steric hindrance (by the non-ionic surfactant) and electrostatic repulsion (by the
polycationic polymer) at the particle-water interface. In order to decrease the
concentration of acetic acid in the formulation, a new batch of LNC*, 7 was obtained
by using a 7 mg/mL chitosan solution in 1% acetic acid. All physico-chemical
characteristics were similar between the LNC",; formulations, except for the pH,
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which was higher for that prepared with lower amounts of acetic acid. Previously,
scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulations have been proposed using 3 mg/mL
of lecithin, 0.5 mg/mL of chitosan and 200 mg/mL of scFv [20]. Here, we proposed
to optimize the composition to increase the kinetic stability of the nanocapsules.
Indeed, the chitosan-lecithin-coated lipid-core nanocapsules prepared with 9 mg/mL
lecithin and 0.7 mg/mL chitosan showed constant mean diameter for 21 days
(stored at 5 °C). Therefore, after varying the concentration of lecithin and chitosan
at the surface of the nanocapsules, a new pre-formulation study to determine the
optimal concentration of scFv to passivate the interface particle-water was
necessary. The lack of reproducibility in producing the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn
nanoformulation at 50 ug/mL of scFv showed a non-compliance of the product,
which was discarded. Moreover, the quantification of non-bound scFv to the
nanocapsule surface indicated that its optimal concentration in the nanoformulation
is higher than 200 mg/mL since the nanoformulations prepared at 200 and 300
mg/mL showed percentages higher than 85% of scFv bound to the nanocapsule
surface. In this way, we selected the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation at
300 mg/mL for the biological evaluations.

Here, it was shown that only the nanocapsules functionalized with the scFv anti-
LDL(-) were efficiently internalized by murine and human macrophages compared
to the control formulation. Previous studies [24; 25] have shown that conjugated
nanoparticles present greater cellular uptake, sustained intracellular retention and,
therefore, better efficacy in cells when compared to unconjugated nanoparticles. In
order to deliver a drug or even molecules that might be unstable in physiological
conditions and maintain its intracellular levels, the nanoparticles should be able to
cross key barriers, such as the cell membranes [26], which typically prevent the
entrance of large molecules despite the occurrence of endocytosis [27].
Nanoparticles interact differently with the cells compared to molecules in general
[28] and the mechanisms involved in their internalization by cells, are deeply
influenced by their physicochemical properties as well as by their surface ligands
[29].

Generally, phagocytosis occurs in specialized cells like monocytes, macrophages,
neutrophils and dendritic cells in order to protect the organism from infectious
agents and exogenous inert particles, such as drug delivery nanoparticles [30]. The
key steps in this process are the opsonization (made by proteins called opsonins,
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such as immunoglobulins and complement proteins) [31] and the formation of the
phagosome, which is able to transport the particle throughout the cytoplasm and
later to fuse with lysosomes to form a phagolysosome. The phagolysosomes
become acidified and acquire an enzymatic content, which is essential for polymer
biodegradability of synthetic nanoparticles, for example, allowing drug release [32].
Usually, particles need a minimum size of 500 nm to undergo phagocytosis [33],
however the size is not the only determinant characteristic in this process and
surface properties must be also considered [34].

Unlike phagocytosis, endocytosis mechanisms are present in almost all cell types
and include: macropinocytosis, clathrin- and caveolin-mediated endocytosis, both
dependent on dynamin recruitment, as well as other clathrin- and caveolin-
independent mechanisms [29]. Macropinocytosis occurs in many cells, including
macrophages, and involves the formation of protrusions that merge with each other
and fuse with the cell membrane [35]. Although macropinocytosis does not have
any selectivity [36] and engulfs large particles, with no specific surface coating,
generating macropinosomes bigger than 1 pym [37], it is considered one of the best
routes for drug delivery [38]. Clathrin- and caveolin-mediated endocytosis generates
membrane invaginations of approximately 150 nm and 50-80 nm, respectively.
They are two different mechanisms of internalization of molecules that depend on a
single and essential component of clathrin-coated vesicle formation and caveolae
internalization, a GTPase known as dynamin [39]. The cargo uptake by clathrin-
dependent endocytic mechanism is followed by the formation of degradative
lysosomes with an acidic and enzyme-rich environment that promotes degradation
of the carried drug [29]. The caveolae-mediated endocytosis starts with the particles
binding to the cell surface and moving to caveolae invaginations, followed by the
fission of the caveolae from the cell membrane, mediated by dynamin, and
formation of a caveolar vesicle, which does not present a damaging environment
[40; 34].

As shown here, the internalization of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanocapsules
may occur via phagocytosis (demonstrated by the Cytochalasin D-mediated
inhibition of the polymerization of actin filaments) and macropinocytosis (about 80%
of inhibition of the nanoformulation internalization by EIPA). The wide range of
nanoparticle internalization pathways described in the literature may be related to
several factors as: i) nanoparticles made of the same material and originated from
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the same solution or suspension may differ about size, shape and porosity,
interacting differently with cells and inducing particular endocytic mechanisms [41];
ii) the adsorption of proteins or peptides on the surface of nanoparticles may alter
their unique properties, such as size and charge [42]; iii) different types of cells will
present distinguished internalization strategies [43]; iv) the pharmacological
inhibitors commonly used, generally, do not present high specificity for each
mechanism and may influence alternative internalization routes [44]. In our case,
the shape and surface are constant for the nanocapsule formulation, the size
distribution being likely the most relevant parameter influencing the uptake
mechanism. Considering that most of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanocapsules
are taken up by macrophages through macropynocytosis, one of the best routes for
drug delivery [38], this nanodevice may be used for new therapeutic approaches,
including targeted drug delivery to the site of disease, combining the
functionalization of nanoparticles and encapsulation of specific drugs at one system.
Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world [45], which
explains why nanotechnology has been increasingly applied to the understanding,
diagnosis and treatment of these pathologies [46]. In the context of atherosclerosis,
it is important to reduce cholesterol accumulation into the arterial wall to prevent
foam cell formation [8]. In fact, our findings clearly show that the scFv-anti-LDL(-)-
MCMN-Zn nanoformulation promoted a significant decrease of LDL(-) uptake by
both human and murine macrophages. This is in agreement with previous reports
demonstrating that the in vitro treatment of macrophages with a complex of polylatic
acid nanoparticles conjugated to an anti-apoB-100 monoclonal antibody significantly
decreased the LDL uptake by these cells [47].

Moreover, as the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation inhibits the uptake of
LDL(-) by macrophages, this treatment decreased the MCP-1 and IL-18 mRNA and
protein expression by these cells. It is very well known that the LDL(-) plays a key
role in atherosclerosis, being involved not only in the formation of foam cells but
also by its pro-inflammatory action on endothelial cells, stimulating the production of
several cytokines, chemokines and growth factors related to many stages of
atherosclerosis development, such as leukocyte recruitment and cell proliferation
[48]. In macrophages, the LDL(-) promotes the secretion of biologically active IL-13
through two main mechanisms: the activation of CD14 and TLR4 receptors, known
as priming, and the activation of NRLP3 inflammasome, with the formation of the
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inflammasome complex NLRP3-ASC and the activation of caspase-1 [49; 50]. IL-13
acts as an important mediator of the inflammatory response in cell proliferation and
differentiation processes [51] and has direct functions in the formation and stability
of the atherosclerotic plaque by inducing the production of proteolytic enzymes by
macrophages, endothelial cells and smooth muscle cells, presenting great
importance on spreading inflammation to other cell types [52]. It has been shown
that IL-1B receptor-deficient mice have less atherosclerotic lesions (approximately
33%) compared to mice without the deletion of this allele, suggesting its importance
in promoting atherosclerosis [53]. MCP-1, in turn, presents an important role in the
regulation of migration and infiltration of monocytes from the circulation through the
vascular endothelium during the inflammatory response not only at the beginning of
the subendothelial migration but also in the amplification of this process [54].
Recent studies involving human monocytes from atherosclerotic plaque reported
increased levels of MCP-1 compared to those isolated from peripheral blood
monocytes [55]. Increased MCP-1 expression was also observed in the aortic arch
of hypercholesterolemic rabbits [56], associated with the increase of TNFa (tumor
necrosis factor-a), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) and IL-1B [57].
Therefore, MCP-1 has also been considered as a potential marker of the
atherogenic process [58; 59].

In summary, this study showed the cellular uptake of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-
Zn nanocapsules to major extent through phagocytosis and macropinocytosis, and
demonstrated the beneficial effects of this nanoformulation on the inhibition of LDL(-
)-mediated production of pro-inflammatory factors related to the atherosclerotic
process. Therefore, the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation is a promising
strategy for early intervention in atherosclerosis in order to prevent the development
and progression of this disease. In addition, the results pave the way to further
investigations of the nanoformulation as a nanocarrier for drug delivery and

targeting.
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Figure 1: Internalization of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation by human and murine
primary macrophages. Flow cytometry measurements data from (A) human and (B) murine primary
macrophages treated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation for 3 hours.
Confocal microscopy images of (C) human and (D) murine macrophages exposed to the same
conditions. Nanocapsules were labeled with Rhodamin B (red fluorescence) and macrophages nuclei
stained with DAPI (blue fluorescence). Images from immersion oil 63x objective. Data from three
independent experiments, performed in triplicate, are expressed as the means + SD ***p < 0.001

compared with Control; ANOVA followed by the Tukey-Kramer’s test.
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Figure 2: Internalization of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation, by human and murine
primary macrophages, monitored by fluorescence (red emission) and enhanced dark-field microscopy
(CytoViva®). Data from (A) human and (B) murine macrophages treated 3 hours with 6.25 pg/mL of
scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation conjugated with Rhodamine B. Images from 100x

objective.

A Human Macrophages B Murine Macrophages

MFI
MFI

scFv anti-LDL(-)-MCMN-Zn * + g
Chloroquine + scFv anh—LDL\g—}:"CMfLZn +

v +
loroquine +
CylcchalasEn;PDA + i Cytochalasin D +

Dynasore + ) .
Brefeldin A + Dynasore

Figure 3: Endocytosis mechanisms involved in the internalization of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn
nanoformulation by human and murine primary macrophages. Flow cytometry measurements data
from (A) human and (B) murine macrophages treated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn
nanoformulation for 3 hours, after one hour incubation with 50 uM Chloroquine, 40 uM Cytochalasin D,
50 uM EIPA [5-(N-Ethyl-N-isopropyl) amiloride], 80 uM Dynasore or 1 uM Brefeldin A. Data from three
independent experiments, performed in triplicate, are expressed as the means + SD ***p < 0.001, **p
< 0.01 and p < 0.05 compared with scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation without any inhibitor;
ANOVA followed by the Tukey-Kramer’s test.
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Figure 4: Effect of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation on LDL(-) uptake by human and
murine primary macrophages. Flow cytometry measurements data from (A) human and (B) murine
macrophages treated with 6.25 pg/mL of scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation and 37.5 pg/mL
of LDL(-) individually or combined for 3 hours. LDL(-) was labeled with Dil(C+g). Data from three
independent experiments, performed in ftriplicate, are expressed as the means + SD ***p < 0.001
compared with LDL(-); ANOVA followed by the Tukey-Kramer's test.
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Figure 5: Effect of the scFv-anti-LDL(-)-MCMN-Zn nanoformulation on cytokines mRNA and protein
expression by human and murine primary macrophages. Relative mRNA expression of IL1B (A) and
MCP1/CCL2 (B) and (C) expression levels of IL-1B on human macrophages. (D) Relative mRNA
expression of /l1b and (E) expression levels of IL-13 on murine macrophages. Data expressed as the
means + SD, **p < 0.01 and ***p < 0.001 compared with LDL(-). ANOVA followed by the Tukey-

Kramer’s test.
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Animais de Laboratorio

19/03/2013  27/05/2013 30 2 90

11/03/2014  23/06/2014 15 1 90

14/03/2014  22/05/2014 60 4 95

02/06/2014  08/06/2014 30 0 -

02/06/2014  15/06/2014 60 0 =

05/08/2014  17/11/2014 15 1 100

QBQ5747-8/1 (Instituto de Quimica - 24/11/2014  30/11/2014 15 1 100

Universidade de S&o Paulo)

'
=z

Concluida

Concluida

Concluida

Concluida

Concluida

Pré-matricula

indeferida

Matricula
cancelada

Concluida

Concluida

Créditos minimos exigidos

Para exame de
qualificacdo

Para depésito de tese

Créditos
obtidos

Disciplinas: 0

20

21

Estagios:

Total: 0

20

21

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:
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A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado;
T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 13/07/2016
Impresso em: 27/09/2016 16:14:11

Janus - Sstema Administrativo da P6s-Graduagio

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

FICHA DO ALUNO

9136 - 7080201/2 - Marcela Frota Cavalcante

Comissao julgadora da tese de doutorado:
NUSP Nome Vinculo Funcéo

2083139 Dulcineia Saes Parra Abdalla FCF - USP Presidente

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 13/07/2016
Impresso em: 27/09/2016 16:14:11



ANEXO 12 — CURRICULO LATTES DO ALUNO

Marcela Frota Cavalcante

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/7763153876642803
Ultima atualizac3o do curriculo em 08/07/2016

Possui graduacdo em Farmdcia - Andlises Clinicas pela Universidade Federal do Ceara (2008). E
mestre em Ciéncias pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S3o Paulo (2012) e
atualmente faz doutorado na mesma instituicdo. Realizou estagio (Doutorado Sanduiche - Capes/DAAD
Probral) na Goethe Universitat em Frankfurt am Main, Alemanha (2013), sob orientacdo do Prof. Dr.
Bernhard Brine e do Dr. Dmitry Namgaladze. Tem experiéncia na area de Bioquimica, Biologia
Molecular e Microbiologia, atuando principalmente nos temas: aterosclerose, lipoproteinas modificadas e
proteinas recombinantes. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Marcela Frota Cavalcante

Nome em citagoes bibliograficas =~ CAVALCANTE, M. F;CAVALCANTE, MARCELA F;CAVALCANTE, MARCELA
F.;CAVALCANTE, MARCELA FROTA;CAVALCANTE, M.F.

Endereco

Enderego Profissional Universidade de S3o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Av. Prof. Lineu Prestes, 580
Butanta

05508-900 - Sao Paulo, SP - Brasil
Telefone: (011) 30913637

Formacao académica/titulagcao

2012 Doutorado em andamento em Farmacia (Analises Clinicas) (Conceito CAPES 7).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.
com periodo sanduiche em Goethe Universitat Frankfurt am Main (Orientador:
Prof. Dr. Bernhard Bruine and Dr. Dmitry Namgaladze).
Titulo: Estudos in vitro e in vivo com fragmentos varidveis de cadeia Unica anti-
LDL eletronegativa vetorizados em nanocapsulas na aterosclerose experimental.,
Orientador: Dulcineia Saes Parra Abdalla.
Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo, FAPESP,
Brasil.
Palavras-chave: scFv; Nanotecnologia; LDL eletronegativa; Aterosclerose;
biofarmaco.
Grande area: Ciéncias Bioldgicas
Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioquimica / Subdrea: Biologia
Molecular.
Grande Area: Ciéncias Biolégicas / Area: Imunologia.

2010 - 2012 Mestrado em Farmacia (Andlises Clinicas) (Conceito CAPES 7).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Efeito da imunizag3o passiva com fragmentos varidveis de cadeia tnica
anti-LDL eletronegativa na aterosclerose experimental,Ano de Obtengdo: 2012.
Orientador: e Dulcineia Saes Parra Abdalla.
Bolsista do(a): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo, FAPESP,
Brasil.
Palavras-chave: scFv; Aterosclerose; LDL eletronegativa.
Grande area: Ciéncias da Saude
Grande Area: Ciéncias Biologicas / Area: Bioquimica / Subarea: Biologia
Molecular.
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Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Imunologia.
2008 - 2014 Especializagao em Citologia Clinica.
Faculdade Ateneu, FATE, Brasil.
Titulo: Cancer de mama no homem.
Orientador: Tania Maria Maia.
2003 - 2008 Graduagdo em Farmadia.
Universidade Federal do Ceara, UFC, Brasil.
Titulo: Perfil de resisténcia de microrganismos isolados de liquidos biolégicos de
pacientes internados na unidade de terapia intensiva da Santa Casa de
Misericordia de Fortaleza..
Orientador: Nadia Accioly Pinto Nogueira.
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
CNPq, Brasil.

Formacao Complementar

2015 - 2015 International Summer School. (Carga horaria: 80h).
Institute of Translational Pharmacology, ITP, Itdlia.

2015 - 2015 Médulo 1: Fundamentos da PCR Quantitativa (QPCR). (Carga horaria: 20h).
Life Technologies Corporation, LIFE, Brasil.

2015 - 2015 Inflammation and Vascular Disease. (Carga horaria: 1h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil.

2014 - 2014 Ultrassequenciamento: Técnicas, aplicagbes e andli. (Carga horaria: 16h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil.

2014 - 2014 Pericia Criminal - XLIX SUPFAB. (Carga horaria: 4h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil.

2014 - 2014 Biologia de sistemas de doencas infecciosas. (Carga horaria: 1h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil.

2014 - 2014 Thomson Reuters Integrity. (Carga horaria: 1h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil.

2014 - 2014 From apoptosis to zebrafish. (Carga horaria: 1h).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP, FCF - USP, Brasil.

2012 - 2012 Curso de Atualizagdo em PET/CT. (Carga horaria: 40h).
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN, Brasil.

2010 - 2010 Nanotecnologia. (Carga horaria: 4h).
Sociedade Brasileira de Biologia Celular, SBBC, Brasil.

2009 - 2010 Programa de Atualizac3o. (Carga horaria: 400h).
Universidade de S3o Paulo, USP, Brasil.

2007 - 2007 Atualizagdo em Imunohematologia, Coagulagao e Leuc. (Carga horaria: 40h).
Sociedade Brasileira de Andlises Clinicas - Regional Ceard, SBAC - CE, Brasil.

2006 - 2006 Atualizac3o em Virologia. (Carga horaria: 40h).
Centro de Treinamento e Desenvolvimento, CETREDE, Brasil.

2005 - 2005 Aplicac3o da Biologia Molecular em Microbiologia. (Carga horaria: 4h).
Associagao Farmacéutica de Pernambuco, AFP, Brasil.

2005 - 2005 Interpretac3o de Exames Laboratoriais. (Carga horaria: 42h).
Universidade Estadual do Ceara, UECE, Brasil.

2004 - 2004 Principios e Aplicacbes da Biologia Molecular. (Carga horaria: 20h).
Universidade Federal do Ceara, UFC, Brasil.

2004 - 2004 Atualizacdo em Farmacologia. (Carga horaria: 50h).
Axion, AXION, Brasil.

2004 - 2004 Pratica de Atendimento em Urgéncias e Emergéncias. (Carga horaria: 16h).
Conselho Regional de Farmacia do Estado do Ceard, CRF-CE, Brasil.

2004 - 2004 O Farmacéutico e a Comunidade. (Carga horaria: 24h).

Universidade Federal do Ceara, UFC, Brasil.

Atuacao Profissional




Goethe Universitat Frankfurt am Main, UNI-FRANKFURT, Alemanha.

Vinculo institucional

2013 - 2013 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Doutorado Sanduiche, Carga
horaria: 40

Universidade Federal do Ceara, UFC, Brasil.

Vinculo institucional
2002 - 2008 Vinculo: Iniciag3o Cientifica, Enquadramento Funcional: Bolsista, Carga horaria:
20, Regime: Dedicacao exclusiva.
Atividades
07/2007 - 01/2008 Estagios , Centro de Ciéncias da Satde, Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas.
Estagio realizado
Laboratério de Microbiologia - Projeto intitulado: "Atividade antimicrobiana de
extratos de plantas medicinais do Nordeste brasileiro". Bolsista FUNCAP.
07/2006 - 07/2007 Estagios , Centro de Ciéncias da Satude, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas.
Estagio realizado
Laboratério de Microbiologia - Projeto intitulado: "Atividade antimicrobiana de
extratos de plantas medicinais do Nordeste brasileiro”. Bolsista CNPg.
11/2006 - 11/2006 Estagios , Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas.
Estagio realizado
Estagio no Centro de Atendimento Toxicolégico - CEATOX - no Instituto Doutor
José Frota..
10/2006 - 10/2006 Estagios , Centro de Ciéncias da Satude, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas.
Estagio realizado
Estagio em farmacia hospitalar realizado na Maternidade Escola Assis
Chateaubriand - Fortaleza-CE. 40h/semanais.
09/2006 - 09/2006 Estagios , Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicoldgicas.
Estagio realizado
Estagio em farmacia de manipulagdo. 40 h/semanais.
08/2006 - 08/2006 Estdgios , Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicoldgicas.
Estagio realizado
Estagio em farmacia comercial. 40 h/semanais..
07/2006 - 07/2006 Estagios , Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas.
Estagio realizado
Estagio Rural - CRUTAC - realizado em Maracanai-CE. 40 h/semanais..
07/2005 - 07/2006 Estagios , Centro de Ciéncias da Satude, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldogicas.
Estagio realizado
Laboratério de Microbiologia - Projeto intitulado: "Atividade antimicrobiana de
extratos de plantas medicinais do Nordeste brasileiro”. Bolsista CNPq.
07/2004 - 07/2005 Estagios , Centro de Ciéncias da Satde, Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicologicas.
Estagio realizado
Laboratério de Microbiologia - Projeto intitulado: "Atividade antimicrobiana de
extratos de plantas medicinais do Nordeste brasileiro”. Bolsista CNPq.
07/2003 - 07/2004 Estagios , Centro de Ciéncias da Satude, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas.
Estagio realizado
Laboratdrio de Microbiologia - Projeto intitulado: "Atividade antimicrobiana de
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09/2002 - 07/2003

extratos de plantas medicinais do Nordeste brasileiro". Bolsista CNPq.
Estagios , Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Analises Clinicas e
Toxicologicas.

Estagio realizado

Laboratdrio de Microbiologia - Projeto intitulado:.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2012 - Atual

Outras informagoes

Vinculo institucional
2010 - 2012

Outras informagoes

Vinculo institucional
2009 - 2009

Atividades
04/2012 - 04/2012

04/2011 - 05/2011

04/2010 - 04/2010

08/2009 - 12/2009

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluno pés-graduagao, Carga horaria:
40, Regime: Dedicacdo exclusiva.

Aluna de Doutorado no programa de pés-graduac3o em Farmdcia - Area de
Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Bolsista CAPESP.
Desenvolvimento do projeto: Estudos in vitro e in vivo com fragmentos varidveis
de cadeia Unica anti-LDL eletronegativa derivatizados em nanocdpsulas na
aterosclerose experimental.

Vinculo: Aluno, Enquadramento Funcional: Bolsista, Carga hordria: 40, Regime:
Dedicagao exclusiva.

Aluna de Mestrado no programa de pés-graduac3o em Farmacia - Area de
Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Bolsista FAPESP.
Desenvolvimento do projeto: Efeito da imunizagdo passiva com fragmentos
variaveis de cadeia Unica anti-LDL eletronegativa na aterosclerose experimental.

Vinculo: Estdgio, Enquadramento Funcional: Voluntario, Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagao exclusiva.

Ensino, Farmdcia (Andlises Clinicas), Nivel: Pés-Graduagdo

Disciplinas ministradas

Aula intitulada "Nanotecnologia aplica a biofarmacos na Aterosclerose™ ministrada
na disciplina " Aterosclerose: Fisiopatologia, Diagndstico e Terapéutica" do
Programa de Pds-graduagdo em Farmacia - Andlises Clinicas - USP - com carga
horaria de 3 horas.

Ensino, Farmacia, Nivel: Graduagdo

Disciplinas ministradas

Atividade realizada como monitora na disciplina de Biogquimica Clinica da
Graduagdo em Farmacia - Bioquimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/USP durante as aulas tedricas e praticas, com carga hordria de 36
horas.

Ensino, Farmacia, Nivel: Graduagao

Disciplinas ministradas

Atividade realizada como monitora na disciplina de Bioquimica Clinica da
Graduagdo em Farmacia - Bioquimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas/USP durante a aula pratica sobre "Novos biomarcadores de fungdo
hepatica”, com carga horaria de 2 horas

Treinamentos ministrados , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento
de Analises Clinicas e Toxicologicas.

Treinamentos ministrados

Treinamento ministrado durante o Programa de Atualizag3o: Técnicas do estudo
de lipoperoxidagdo e oxidagao lipoproteinas, pelo setor de Bioquimica Clinica -
FCF (USP)

Santa Casa de Misericordia de Fortaleza, SCMF, Brasil.

Vinculo institucional
2008 - 2009

Vinculo institucional
2008 - 2008

Outras informagoes

Vinculo: Farmacéutica-Bioquimica, Enquadramento Funcional: Funcionaria, Carga
horaria: 40, Regime: Dedicagao exclusiva.

Vinculo: Estagidria, Enquadramento Funcional: Estudante, Carga horaria: 40,
Regime: Dedicagao exclusiva.
Estagio realizado no Laboratério de Analises Clinicas Dr. Edilson Gurgel nos
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Atividades
07/2008 - 04/2009

Areas de atuacio

setores: Coleta, Hematologia, Bioquimica, Parasitologia, Imunologia e
Microbiologia.

Servigos técnicos especializados , Laboratdrio de Analises Clinicas Dr. Edilson
Gurgel, .

Servigo realizado

Farmacéutica Bioquimica responsavel pelo setor de Imunologia..

1. Grande drea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia.

2. Grande area: Ciéncias Biolégicas / Area: Microbiologia / Subarea: Microbiologia
Aplicada.

3. Grande drea: Ciéncias da Salde / Area: Farmacia / Subdrea: ANALISES
CLINICAS/Especialidade: Bioquimica.

4. Grande drea: Ciéncias Biolégicas / Area: Bioquimica / Subdrea: Biologia Molecular.

Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Espanhol Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.

Producoes

Producao bibliografica
Artigos completos publicados em periddicos
Ordenar por
{ ordem cronolégica :)

L SAAVEDRA, NICOLAS ; CUEVAS, ALEJANDRO ; CAVALCANTE, MARCELA F. ; DORR, FELIPEA. ;
SAAVEDRA, KATHLEEN ; ZAMBRANO, TOMAS ; ABDALLA, DULCINEIA S. P. ; SALAZAR, LUIS A. . Polyphenols
from Chilean Propolis and Pinocembrin Reduce MMP-9 Gene Expression and Activity in Activated Macrophages.
BIOMED RES INT XCR, v. 2016, p. 1-8, 2016.

2. KEMMERER, MARINA ; FINKERNAGEL, FLORIAN ; CAVALCANTE, MARCELA FROTA ; ABDALLA,
DULCINEIA SAES PARRA ; MULLER, ROLF ; BRUNE, BERNHARD ; NAMGALADZE, DMITRY . AMP-Activated
Protein Kinase Interacts with the Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Delta to Induce Genes Affecting
Fatty Acid Oxidation in Human Macrophages. Plos One XCR, v. 10, p. 0130893, 2015.

3. DREWES, C.C. ; DIAS, R.Y. ; BRANCO, V.G. ; CAVALCANTE, M.F. ; SOUZA, ].G. ; ABDALLA, D.S.P. ;

CHUDZINSKI-TAVASSI, A.M. ; FARSKY, S.H.P. . Post-transcriptional control of Amblyomin-X on secretion of
vascular endothelial growth factor and expression of adhesion molecules in endothelial cells. Toxicon (Oxford)

IR, v. 101, p. 1-10, 2015.

Citagbes: WEB OF SQENCE™ 1 | SCTEPUS 2

4. BENDER, EDUARDO A. ; CAVALCANTE, MARCELA F. ; ADORNE, MARCIA D. ; COLOME, LETICIA M. ;
GUTERRES, SILVIA S. ; ABDALLA, DULCINEIA S. P. ; POHLMANN, ADRIANA R. . New strategy to surface
functionalization of polymeric nanoparticles: one-pot synthesis of scFv anti-LDL(—)-functionalized nanocapsules.
Pharmaceutical Research XCR, v. 31, p. 2975-2987, 2014.
Citagbes: WEB OF sGENCE™ 5 | SCEPUS 5

5. CUEVAS, ALEJANDRO ; SAAVEDRA, NICOLAS ; CAVALCANTE, MARCELA F. ; SALAZAR, LUIS A. ;
ABDALLA, DULCINEIA S.P. . Identification of microRNAs involved in the modulation of pro-angiogenic factors in
atherosclerosis by a polyphenol-rich extract from propolis. Archives of Biochemistry and Biophysics (Print) &R, v.

557, p. 28-35, 2014.

Citagbes: wesorsaenceE™ 6 | SCOPUS 6
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10.

11.

12.

13.

* KAZUMA, SORAYA M ; CAVALCANTE, MARCELA F ; TELLES, ANDREIA ER ; MARANHAO, ANDREA
QUEIROZ ; ABDALLA, DULCINEIA SP . Cloning and expression of an anti-LDL(-) single-chain variable fragment,
and its inhibitory effect on experimental atherosclerosis. MABS-AUSTIN XCR, v. 5, p. 763-775, 2013.

FAULIN, T. E. S. ; CAVALCANTE, M. F. ; ABDALLA, D. S. P. . Role of Electronegative LDL and its associated
antibodies in the pathogenesis of atherosclerosis. Clinical Lipidology (Print) (R, v. 5, p. 719-729, 2011.

Citagbes: WEE OF SCENCE™ 2 | SCEPUS 2

Resumos publicados em anais de congressos
CAVALCANTE, M.F.; KAZUMA, SORAYA M ; ADORNE, MARCIA D. ; BENDER, EDUARDO A. ; KREMMERER, M. ;
BOSS, M. ; NAMGALADZE, DMITRY ; BRUNE, BERNHARD ; GUTERRES, SILVIA S. ; POHLMANN, ADRIANAR. ;
ABDALLA, D.S.P. . Potential therapeutic use of anti-electronegative LDL single chain fragment variable vectorized
in nanocapsules on atherosclerosis. In: 17th International Symposium on Atherosclerosis, 2015, Amsterdam.
International Symposium on Atherosclerosis. Amsterdam: International Symposium on Atherosclerosis, 2015. v.
1.

CAVALCANTE, M. F.; KAZUMA, S. M. ; BENDER, E. A. ; ADORNE, M. D. ; GUTERRES, S. S. ; POHLMANN, A. R.
; ABDALLA, D. S. P. . Inhibitory effect of an anti-LDL(-) scFv conjugated to nanoparticles in experimental
atherosclerosis. In: 16th International Biotechnology Symposium, 2014, Fortaleza. 16th IBS, 2014. v. 1.

CAVALCANTE, M. F.; KAZUMA, S. M. ; POHLMANN, A. R. ; GUTERRES, S. S. ; BENDER, E. A. ; ADORNE, M. D.
; ABDALLA, D. S. P. . Atheroprotection of anti-LDL(-) scFv conjugated to nanoparticles in experimental
atherosclerosis. In: 81st European Atherosclerosis Society Congress, 2013, Lyon. 81st EAS, 2013. p. 123-123.
KAZUMA, S. M. ; FAULIN, T. E. S. ; CAVALCANTE, M. F. ; MICHALOSKI, J. ; GIORDANO, R. J. ; ABDALLA, D. S.
P. . Effects of mimotope peptides of modified LDL in RAW macrophages.. In: 4th Asia-Pacific International
Peptide Symposium, 2013, Osaka. APIPS, 2013. p. 166-166.

SAAVEDRA, N. ; CUEVAS, A. ; CAVALCANTE, M. F. ; MARCUCCI, M. C. ; ABDALLA, D. S. P. ; SALAZAR, L. A. .
Chilean Propolis reduces Matrix Metalloproteinase-9 Gene Expression in Activated Macrophages. In: 80th
European Atherosclerosis Society Congress, 2012, Mil3o. Atherosclerosis European Journal, 2012.

SAAVEDRA, N. ; CUEVAS, A. ; CAVALCANTE, M. F. ; ABDALLA, D. S. P. ; SALAZAR, L. A. . Polyphenols from
Propolis Reduces Matrix Metalloporteinase-9 Gene Expression and Activity in Activated Macrophages. In: 6th
Congress of the International Society of Nutrigenetics/Nutrigenomics (ISNN), 2012, S3o Paulo. Journal of
Nutrigenetics and Nutrigenomics. Basel: Karger, 2012. v. 5. p. 269-269.

KAZUMA, S. M. ; FAULIN, T. E. S. ; CAVALCANTE, M. F. ; MARANHAO, A. Q. ; ABDALLA, D. S. P. . ScFv with
functional activity against electronegative low-density lipoprotein. In: Keystone Symposia on Molecular and
Cellular Biology, 2011, Keystone, Denver. Antibody as Drugs, 2011. p. 69-69.

KAZUMA, S. M. ; CAVALCANTE, M. F. ; DIAZ, C. A. ; MARQUES, D. V. ; CASTRO, F. G. S. ; RUDNICKI, M. ;
FAULIN, T. E. S. ; CESAR, F. A. ; PESSOA JUNIOR, A. ; ABDALLA, D. S. P. . Inhibitory activity of single chain
variable fragment anti-LDL(-) on the formation of foam cells. In: XV Meeting of the Brazilian Society for Cell
Biology, 2010, S3o Paulo. Anais XV Meeting of the Brazilian Society for Cell Biology, 2010.

CAVALCANTE, M. F.; KAZUMA, S. M. ; Arias, C. A. D. ; MARQUES, D. V. ; CASTRO, F. G. S. ; RUDNICKI, M. ;
FAULIN, T. E. S. ; CESAR, F. A. ; PESSOA JUNIOR, A. ; ABDALLA, D. S. P. . Inhibitory activity of anti-LDL(-)
single-chain variable fragment on the formation of foam cells.. In: XV Semana Farmcéutica de Ciéncia e
Tecnologia, 2010, S3o Paulo. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. S3o Paulo: FCF/USP, 2010. v. 46.
Arias, C. A. D. ; MARQUES, D. V. ; KAZUMA, S. M. ; CAVALCANTE, M. F. ; ROSSO, B. ; SANTOS-EBINUMA, V.
C. ; MOLINO, J. V. D. ; ABDALLA, D. S. P. ; PESSOA JUNIOR, A. . Comparison of antibody fragment scFv
production by Pichia pastoris in bioreactor and shaker. In: XV Semana Farmcéutica de Ciéncia e Tecnologia,
2010, S3o Paulo. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. Sdo Paulo: FCF/USP, 2010. v. 46.
CAVALCANTE, M. F.; NOGUEIRA, N. A. P. ; MORAIS, T.M.F. ; SOUSA, D. F. ; FERREIRA, J. M. ; MARTINS, A. R.
; HOLANDA, S. H. N. ; ARRUDA FILHO, A. C. V. ; MELO, C. L. ; ROCHA, M. V. A. P. ; QUEIROZ, M. G. R. .
SUMMARY OF URINE PROFILE OF PREGNANTS ATTENDING A PHILANTHROPIC HOSPITAL. In: 20th
International Congress of Clinical Chemistry and laboratory Medicine, 2008, Fortaleza. Clin Chem Lab Med. Berlin
New York: Walter de Gruyter, 2008. v. 46. p. 52-52.

FIGUEIREDO, J. G. ; FIGUEIREDO, I. S. T. ; TEIXEIRA, C. M. ; PIERDONA, T. M. ; CAVALCANTE, M. F. ;
NOGUEIRA, N. A. P. ; PORTO, A. L. F. ; LIMA FILHO, J. L. ; CAVADA, B. S. ; CARNEIRO-LEAO, A. M. A. ;
ALENCAR, N. M. N. . Efeito da Lectina de Cratylia floribunda no Tratamento Tépico de Feridas Cutaneas
Experimentais em Camundongos.. In: 392 Congresso Brasileiro de Farmacologia Terapéutica Experimental, 2007,
Ribeirdo Preto. Anais do 39° Congresso Brasileiro de Farmacologia Terapéutica Experimental, 2007.

ALMEIDA, A. S. ; CAVALCANTE, A. C. C. ; BASTOS, G. M. ; SALES, G. W. P. ; CAVALCANTE, M. F. ; LINS, M. U.
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