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ALGEMENE DISCUSSIE EN TOEKOMSTPERSPECTIEVEN

Nanodeeltjes als dragers van therapeutische verbindingen en voedingsstoffen
zijn veelbelovende platforms waarvan verschillende werkvelden in de geneeskunde
kunnen profiteren, waaronder de behandeling en diagnose van diverse ziektebeelden
zoals kanker en aandoeningen van het centrale zenuwstelsel. Desalniettemin is het
essentieel om de cellulaire respons op die materialen van nanoformaat in preklinische
fasen te evalueren om ze correct te kunnen vertalen naar klinische toepassingen. Veel
publicaties missen echter belangrijke parallellen met in vivo omstandigheden en
beschrijven en bespreken vaak niet de gebreken of mogelijke alternatieven om het
nanosysteem beter te begrijpen en te verbeteren.

Hoewel de eigenschappen van nanomaterialen zoals grootte en
oppervlaktelading uitgebreid zijn bestudeerd, worden veel andere eigenschappen
minder benadrukt. Dit proefschrift bespreekt in Hoofdstuk 2 het effect van stijfheid van
nanodeeltjes op hun interactie met gepolariseerde endotheelcellen, die de bloed-
hersenbarriere (BHB) nabootsen. Als modeldeeltie gebruikten we poly(N-
isopropylmethacrylamide) (p(NIPMAM)) nanogels, bereid door middel van
precipitatiepolymerisatie, waarvan de stijfheid werd gereguleerd door de aanwezigheid
van verschillende concentraties crosslinker, N,N'-methyleenbis(acrylamide). De
resultaten laten zien dat hoewel hardere nanogels (NG14, 14 mol% BIS) hogere
niveaus van opname door de gepolariseerde monolaag vertonen, de zachtere
nanogels (NG1.5 en NG5, respectievelijk 1.5 en 5 mol% BIS) een hogere transcytose
door de BHB laten zien. Er werd geen significante variatie gedetecteerd voor deeltjes
met dezelfde crosslinkdichtheid en een tweevoudig verschil in grootte. Interessant is
dat voor NG1.5 and NG5 de mate van zowel internalisatie als transcytose identiek
waren, maar significant verschilden van de mate van internalisatie en transcytose van
NG14, wat een scherpe respons op de stijfheid van het deeltje suggereert. Op basis
van theoretische modellen(1,2) speculeren we dat de buiging van het celmembraan
veroorzaakt door de zachtere nanogels laag is in vergelijking met de hardere nanogel,
vanwege de verspreiding van zachte nanogels over het membraan en als gevolg
daarvan verminderde druk op het membraan. De variatie in buiging van het membraan
zal de kinetiek van het omsluiten van de nanogel en uiteindelijk de mate van opname
door de cel beinvloeden. Variaties in de vorming van de eiwitcorona tussen zachtere

en stijvere nanogels kunnen ook bijdragen aan de waargenomen interactie van
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deeltjes met de endotheelcellen. Het is opmerkelijk dat eiwithechting op nanogels laag
is in vergelijking tot andere nanodeeltjes,(3) Het tegengestelde effect van
nanogelstijfheid op hun opname en transcytose benadrukt het belang van vesiculaire
traffickingmechanismen en exocytose bij het bepalen van de transcytose-efficiéntie,
en onderstreept dat verbeterde internalisatie niet leidt tot verbeterde transcytose.
Ditzelfde werd opgemerkt bij nanodeeltjes die werden voorzien van liganden met
verschillende affiniteit voor een specifieke receptor: nanodeeltjes met hoge affiniteit
liganden lieten hoge opname, maar lage transcytose zien,(4-6) wat een belangrijk
inzicht opleverde in het mechanisme van transport over de BBB. Onze bevinding met
niet-gefunctionaliseerde deeltjes met verschillende stijfheden suggereert het bestaan
van stijfheidsafhankelijke niet-ligand-gemedieerde transcytose. Technieken die het
gebruik van liganden kunnen vermijden kunnen gunstig zijn voor klinische vertaling,
aangezien de werkzaamheid van liganden onderhevig is aan inter-patiént en intra-
patiént variabiliteit.

Met de toepasbaarheid van met name zachte nanogels voor het passeren van
de BHB, evalueerden we vervolgens de rol van nanogelstijfheid in hun interactie met
gliomacellen en fagocyterende cellen, specifiek niet-gepolariseerde macrofagen
(Hoofdstuk 3). De opname van zachtere nanogels was significant lager in zowel de
gliomacellen als macrofagen in vergelijking met de opname van de stijvere nanogel,
wat correleert met het waargenomen gedrag in de hersenendotheelcellen. In
macrofagen werden de grotere nanogels aanzienlijk meer geinternaliseerd dan de
kleinere nanogels. Een dergelijke variatie kan worden toegeschreven aan het
verbeterde contact tussen het celmembraan en de nanogels van grotere afmetingen.
Omdat het celmembraan niet helemaal vlak is, maar vol met uitstulpingen, kunnen
nanodeeltjes ook een interactie aangaan met die uitstulpingen. Deeltjes met een
diameter groter dan de "vlakke" gebieden tussen de uitstulpingen zullen in staat zijn
om meerdere additionele contactpunten met het membraan tot stand te brengen
(d.w.z. met de uitstulpingen), terwijl deeltjes die kleiner zijn dan de vlakke gebieden
ten hoogste aansluiten op het viakke gebied en één uitstulping. De optimale
deeltjesgrootte voor maximale fagocytose wordt bereikt wanneer de deeltjes zich
kunnen verbinden met een vlak gebied en twee uitstulpingen. Onder en boven deze
optimale grootte is de fagocytose van nanodeeltjes verminderd.(7) De lagere opname
van zachtere nanogels is een belangrijke indicatie voor de ontsnapping van die
deeltjes aan het mononucleaire fagocytische systeem (MPS), wat de halfwaardetijd
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van de deeltjes in het bloed verhoogt. Gezien het feit dat zachte NG1.5- en NG5-
nanogels de BHB efficiénter passeren dan harde NG14-nanogels, geloven we dat
zachte nanogels veelbelovend zijn voor het targeten van medicijnen naar de hersenen.

Nanogel-stijfheid bleek ook een effect te hebben op de levensvatbaarheid van
cellen. Gliomacellen vertoonden een omgekeerde relatie tussen de inductie van ROS
en NG-stijfheid, d.w.z. de hoogste ROS-inductie door de zachtste NG. Dit is een zeer
interessante respons, aangezien de productie van ROS een van de belangrijkste
mechanismen is waarmee chemotherapeutica kankercellen doden. De ROS-niveaus
die door de macrofagen werden vertoond waren hoger dan door de C6-cellen bij alle
NGs, maar dankzij adaptieve mechanismen kunnen macrofagen de verhoogde stress
overleven.(8,9) In een directe co-cultuur was het cytotoxische effect van de zachte NG
(NG1.5) verminderd, en was het ROS-niveau van de gecombineerde celpopulaties
aanzienlijk lager dan de som van de ROS-niveaus van de twee monoculturen. De
directe co-cultuur beinvloedde ook de mate van internalisatie van nanogels, en
resulteerde in een verhoogde opname door de macrofagen. De veranderingen in
toxiciteit en internalisatiegedrag kunnen worden toegeschreven aan veranderingen in
de fenotypering en functie van de macrofagen zoals veroorzaakt door de gelijktijdige
aanwezigheid van kankercellen. De fagocyterende capaciteit van macrofagen neemt
toe wanneer ze worden gestimuleerd,(10-12) hier door tumor-afkomstige factoren die
worden uitgescheiden door de gliomacellen. Ook activeert ROS de activiteit van ROS-
scavengers die het opruimen van overmatige ROS bevorderen, wat zal leiden tot een
vermindering van het toxische effect door NGs in de gliomacellen. De ROS-generatie
door zachte (p(NIPMAM)) NGs in kankercellen kan worden benut in systemen voor
medicijnafgifte om de afgifte van therapeutische verbindingen te reguleren.(13,14) Ook
kunnen andere stimuli-afhankelijke triggers in het systeem worden opgenomen, zoals
nanodeeltjes-gemedieerde hyperthermie om kankercellen te chemosensibiliseren, wat
in het geval van de thermoresponsieve p(NIPMAM) NGs ook de medicijnafgifte kan
bevorderen als gevolg van de collaps van de NGs.(15-17)

Bovendien ondersteunen de resultaten van Hoofdstuk 2 en 3 de noodzaak om
het potentieel van nanomaterialen te evalueren in omstandigheden die beter
overeenkomen met in vivo omgevingen, rekening houdend met mogelijke biologische
barriéres zoals de bloed-hersenbarriére en de aanwezigheid van macrofagen.

In Hoofdstuk 4 werd gebruik gemaakt van homotypische adhesie tussen

borstkankercellen om een effectiever nanotherapeutisch systeem te realiseren.
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Poly(D, L-lactic-co-glycolic acid) nanocarriers (NCs) werden bekleed met het
membraan van MCF-7 borstkankercellen en hun interactie met MCF-7
borstkankercellen, niet-maligne borstcellen, en longkankercellen werd geanalyseerd.
Een toename in interactie van met membraan beklede NCs ten opzichte van niet-
beklede NCs werd aangetoond voor alle celtypes. De verbeterde adhesie tussen de
membraan-beklede NCs en cellen houdt vermoedelijk verband met de aanwezigheid
van gemeenschappelijke membraaneiwitten, b.v. epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM).(18-20)

Echter, op het moment dat de membraan-beklede NCs geladen werden met
paclitaxel, een chemotherapeutisch middel, was er enkel een statistisch significante
vermindering van de cellulaire levensvatbaarheid van MCF-7-cellen, d.w.z. de cellijn
waarvan het membraan was afgeleid. Het bekleden van nanodeeltjes met van tumor
afkomstig materiaal lijkt een effectieve manier om de effectiviteit en doelgerichtheid
van nanotherapeutica op tumorcellen te verbeteren. Het biedt bovendien een
eenvoudige manier om nanotherapeutica ‘op maat’ te ontwerpen, waarbij de
identificatie en  productie van specifieke liganden wordt vermeden.
Tumorcelmembraanextractie kan worden overwogen als onderdeel van een
gepersonaliseerde behandeling waarbij tumorcellen van de patiént ex vivo kunnen
worden vermenigvuldigd voorafgaand aan membraanextractie voor op maat gemaakte
patiént-specifieke nanotherapeutica, waarbij inefficiéntie met betrekking tot intra-
patiént heterogeniteit wordt vermeden. Rao et al (21) gebruikten deze strategie door
nanodeeltjes te coaten met membraanmateriaal van tumorcellen van patiénten met
plaveiselcelcarcinoom van hoofd en nek, en beschreven een superieur effect voor
(post-chirurgische) behandelingen die getarget werden met behulp van een cellulaire
coating afkomstig van de in vivo target. Bovendien kunnen cellen genetisch
gemanipuleerd worden om specifieke moleculen aan het celoppervlak te produceren
of gekoppeld aan extracellulaire blaasjes (exosomen), die gebruikt kunnen worden om
nanodeeltjes te coaten die de micro-omgeving van de tumor targeten.

Tot slot rapporteert Hoofdstuk 5 de ontwikkeling van licht-geinduceerde afgifte
uit liposomen door middel van fotochemische en thermische isomerisatie gemedieerd
door synthetische moleculaire motoren. Besturing van door licht aangedreven
moleculaire motoren toont ruimtelijke en temporele precisie. Door de moleculaire
motoren in de lipide dubbellaag van liposomen op te nemen werd calceine alleen

vrijgegeven onder inviloed van UV-straling en werd aangetoond dat langere
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blootstellingstijden de calceine-afgifte uit de liposomen verhoogden. Het verkrijgen van
nauwkeurige controle over de afgifte van moleculen uit een medicijnafgiftesysteem is
essentieel en de moleculaire motoren toonden een uitstekende regulering met een
eenvoudige strategie. Deze resultaten ontsluiten mogelijkheden voor de toepassing
van moleculaire motoren in de nanogeneeskunde en verdere ontwikkeling naar
nauwkeurig gecontroleerde afgiftesystemen. Een waardevolle vooruitgang zou het
gebruik van moleculaire motoren die reageren op langere golflengten zijn, waardoor
weefsels beter binnengedrongen worden, of hun gebruik in polymerosomen, een
veelzijdig systeem dankzij het gemak van polymeersynthese.(22) Afgiftesystemen die
externe of interne signalen kunnen identificeren en daar nauwkeurig op reageren,
strevend naar ’‘on-demand’ afgifte kinetiek, zijn van groot belang voor de
gecontroleerde afgifte van therapeutische verbindingen. Om deze systemen te kunnen
creéren is beter begrip van de nanomateriaal-cel en -weefsel interactie echter
noodzakelijk.

Dit proefschrift presenteert nieuwe afgiftesystemen op nanoschaal:nanogels,
membraan-beklede PLGA-deeltjes en liposomen met moleculaire motoren, die allen
werden ontworpen om de therapeutische werkzaamheid te verbeteren. De beschreven
studies vergroten onze kennis over eigenschappen van nanodeeltjes, d.w.z. de
stijffheid, grootte, en celaffiniteit, die de interacties met biologische systemen

beinvioeden.

Toekomstperspectieven

De studie van nanomateriaal-cel interactie in dit proefschrift heeft inzichten
opgeleverd op het gebied van nanotechnologie toegepast op geneeskunde. We
hebben aangetoond dat transport over de bloed-hersenbarriére en internalisatie van
polymere nanogels kan worden gereguleerd door de stijfheid van deeltjes aan te
passen. Als volgende stap zouden we geinteresseerd zijn in het onderzoeken van de
intracellulaire trafficking van nanogels en de impact ervan op de exocytose van de
nanogels. Verder zijn in vivo experimenten nodig om te bevestigen of het effect van de
stiffheid dat wordt waargenomen in het filtervrije bloed-hersenbarrieremodel
overeenkomt met het in vivo gedrag van zachte NGs en of zachte NGs voordelig
zouden zijn als medicijnafgiftesysteem naar de hersenen. Evenzo moet het effect van

stijfheid van nanodeeltjes op de in vivo afgifte van geneesmiddelen aan glioblastoma
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worden geévalueerd en worden vergeleken met de resultaten van de in vitro co-cultuur
van gliomacellen en perifere macrofagen, die beide deel uitmaken van de tumor-micro-
omgeving (TMO), om de voorspellende waarde van het co-cultuursysteem te
beoordelen. Het verkennen van het gedrag van nanodeelthes in 3D-co-
cultuursystemen zal tevens rekening houden met de mogelijke inviloed van de
extracellulaire matrix en weefselstructuur. Het zou interessant zijn om, gebruikmakend
van tumorcellen van patiénten, membraan-beklede nanocarriers te produceren en hun
interactie met primaire tumoren en circulerende tumorcellen (CTC's) te analyseren.
Ten slotte is het bestuderen van de on-demand medicijnafgifte uit moleculaire motor-
bevattende liposomen in cellen essentieel om de mate van controle over
medicijnafgifte en te bepalen alsmede de veiligheid in reactie op de belichting van
cellen met verschillende lichtbronnen. De technologie zou ook vertaald moeten worden
naar andere dragersystemen, b.v. polymerosomen en polymere nanodeeltjes, en

worden onderzocht voor toepassing in gebieden als fotodynamische therapie.
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DISCUSSAO GERAL E PERSPECTiVAS FUTURAS

O uso de nanoparticulas como carreadores de compostos terapéuticos e
nutrientes € uma plataforma da qual diversas areas da medicina se beneficiam,
incluindo tratamento e diagndsticos de diversas patologias como cancer e patologias
do sistema nervoso central. Ainda assim, € essencial avaliar a resposta celular na
presenca de materiais nanomeétricos em fases preé-clinicas para que a tecnologia seja
apropriadamente transferida a aplicagdes clinicas. Contudo, muitos trabalhos ainda
carecem importantes paralelos as condigdes in vivo e frequentemente ndo descrevem
e discutem as desvantagens ou possiveis alternativas para melhor entender e
melhorar o sistema nanomeétrico.

Enquanto propriedades de nanomateriais como tamanho e carga de superficie
tém sido extensivamente estudadas, muitas outras propriedades sao menos
exploradas. Esta tese discute o papel da rigidez de nanomateriais na interagdo com
células endoteliais polarizadas simulando a barreira hematoencefalica no Capitulo 2.
Como particula modelo foram utilizados poli(N-isopropilmetacrilamida) (p(NIPMAM))
nanogeéis sintetizados por polimerizagdo por precipitagdo sendo que a rigidez dos
nanogéis foi modificada de acordo com a presencga de diferentes densidade do agente
de intercalagédo N,N"-metilenobis(acrilamida) (BIS). Os resultados revelam que embora
os nanogeéis mais rigidos (NG14, 14 mol% BIS) apresente maior internalizacao pelas
monocamada de células polarizadas, os nanogéis de menor rigidez (NG1.5 e NG5,
respectivamente 1.5 e 5 mol% BIS) s&o favorecidos na transcitose através da barreira
hematoencefalica. Nenhuma diferenga significativa foi observada para particulas com
mesma densidade de intercalacdo e tamanhos diferindo em duas vezes.
Curiosamente, os niveis de internalizagdo bem como os de transcitose foram
indistinguiveis para NG1.5 e NG5, mas significativamente diferentes da internalizagéo
e transcitose de NG14, sugerindo uma resposta expressiva em relagéo a rigidez da
particula. Com base em modelos tedricos,(1,2) especula-se que a deformagédo da
membrana celular induzida pelos nanogéis de menor rigidez é pequena quando
comparada aos de maior rigidez devido ao espalhamento daqueles nanogéis sobre a
membrana e, consequentemente, uma pressao reduzida é aplicada a membrana. A
variagdo da amplitude de deformacao afeta a cinética de envelopamento dos nanogéis
e, consequentemente, os niveis de internalizagdo. As diferengcas na formagao de

corona de proteinas entre nanogéis menos e mais rigidos também pode contribuir
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para a interacdo observada com a monocamada de células. Deve-se notar que a
adesao de proteinas aos nanogeéis € baixa se comparada a outras nanoparticulas.(3)
O efeito antagdnico da rigidez dos nanogéis na sua capacidade de internalizagéo e
transcitose destaca a importancia dos mecanismos de trafico vesicular e exocitose na
eficiéncia de transcitose, enfatizando que uma internalizagao superior ndo implica em
uma melhor transcitose. Tal efeito também foi observado quando se compara o uso
de ligantes de alta e baixa afinidade na funcionalizagdo de nanoparticulas para a
transcitose mediada por receptores,(4-6) o que trouxe um insight ao transporte atraves
da barreira hematoencefalica. Os resultados com particulas nado funcionalizadas e de
diferentes durezas sugere a existéncia de transcitose dependente de rigidez e nao
mediada por ligante. Técnicas que evitam o uso de ligantes podem ser benéficas para
0 uso clinico ja que a eficacia dos ligantes esta sujeita a heterogeneidade inter-
paciente e intra-paciente.

Devido a aplicabilidade de nanogéis - especialmente os menos rigidos — para
atravessar a barreira hematoencefalica, também avaliamos o efeito da rigidez dos
nanogéis na interacdo com células de glioma e células fagociticas, em especial
macrofagos n&do-polarizados (Capitulo 3). A internalizagdo de nanogéis menos rigidos
foi significativamente menor nas células de cancer e nas fagociticas comparada a
internalizagao de nanogéis mais ridigos, o que se correlaciona com o comportamento
observado em células endotelials cerebrais. Em macrofagos, os nanogéis de maior
tamanho foram mais internalizados que os menores. Tal variagado pode ser atribuida
ao maior contato entre membrana celular e nanogéis maiores. Porque a membrana
celular ndo € completamente lisa mas repleta de irregularidades, nanoparticulas
também podem interagir com estas irregularidades. Particulas com diametro maior
que a regido lisa entre as irregularidades estabelecerdo pontos adicionais de contato
com a membrana (i.e., com as rugosidades), enquanto particulas menores que a
regido lisa se conectardo no maximo com a regiao lisa e com uma rugosidade. O
tamanho 6timo da particula para maxima fagocitose sera quando a particula é capaz
de conectar com a regido lisa e duas rugosidades. Abaixo ou acima desse tamanho a
fagocitose das nanoparticulas sera reduzida.(7) A internalizagdo reduzida dos
nanogéis menos rigidos € uma importante indicagdo da evaséo destas particulas do
sistema mononuclear fagocitario, aumentando o tempo de meia-vida das particulas.

Considerando que os nanogéis NG1.5 and NG5 de menor rigidez atravessam a
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barreira hematoencefalica mais eficientemente que o NG14 mais rigido, acredita-se
gue os nanogéis de menor rigidez sao promissores para terapias dirigidas ao cérebro.

A rigidez dos nanogéis teve efeito na viabilidade celular. As células de glioma
mostraram uma relagdo inversa entra produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e rigidez dos nanogéis, i.e., houve maior indu¢do de ROS pelos nanogéis
menos rigidos. Esta é uma resposta bastante interessante, considerando que a
producao de ROS é um dos principais mecanismos pelo qual quimioterapicos matam
células de cancer. Os niveis de ROS exibidos pelos macrofagos foram mais elevados
que os exibidos pelas células C6 de glioma para todos os nanogéis, entretanto
mecanismos de adaptagcdo permitem que os macréfagos sobrevivam ao estresse
elevado.(8,9) Em co-cultura direta, o efeito citotoxico do nanogel de menor rigidez
(NG1.5) foi menor e o nivel de ROS das populagdes celulares combinadas foi
consideravelmente menor que os niveis combinados das monoculturas. A co-cultura
direta também influenciou a internalizagnao dos nanogéis, levando a uma maior
internalizagdo pelos nanogéis. As mudangas em toxicidade e internalizagdo podem
ser atribuidas a mudangas em fendtipo e fungdo dos macrofagos induzidas pela
presenca das células de cancer. A capacidade fagocitica de macrofagos é aumentada
quando estes sdo estimulados,(10-12) o que ocorre na presengca de fatores
secretados por células de glioma. Ainda, ROS desencadeada a atividade de “ROS-
scavengers” promovendo a captura do ROS em excesso, reduzindo o efeito dos
nanogeéis nas células de glioma. A producéo de ROS pelos (p(NIPMAM)) nanogéis de
menor rigidez em células de cancer pode ser explorada em sistemas de entrega de
farmacos para controlar a liberagdo de compostos terapéuticos.(13,14)
Adicionalmente, outros gatilhos podem ser incorporados ao sistema como hipertermia
mediada por nanoparticulas para quimiossensibilizar células de cancer, o que no caso
dos p(NIPMAM) termoreponssivos nanogéis também pode promover liberagcédo devido
ap colapso dos nanogéis.(15-17)

Ainda, resultados do Capitulo 2 e 3 suportam a necessidade de avaliar o
potencial de nanomaterials em condi¢ées mais condizentes com as configuragdes in
vivo, considerando possiveis barreiras biologicas, e.g. barreira hematoencefalica e
células fagociticas.

No Capitulo 4, a adesao homotipica entre células de cancer foi explorada para
obter um sistema nanoterapéutico mais efetivo. Nanocarreadores (NCs) de poli (acido
lactico-co-acido glicolico) (PLGA) foram recobertos com membrana de células MCF-7
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de cancer de mama e sua interagao com células MCF-7 de cancer de mama, célula
ndo-tumorigénicas de mama, e células de cancer de pulmao foi analisada e mostrou-
se um aumento na interacdo entre NCs recobertos com membrana e todos os tipos
celulares quando comparado aos NCs né&o recobertos. O aumento da adesnao celular
para todos os tipos celulares se relaciona a presenca em comum de proteinas de
membrana e.g. molécula de adesao celular epitelial (EpCAM, do inglés epithelial cell
adhesion molecule).(18-20)

Contudo, qunado os NCs recobertos com membrane sdo carregados com
paclitaxel, um quimioterapico, houve uma redugao estatisticamente significante em
viabilidade celular apenas para células MCF-7, i.e., a linhagem celular da qual as
membranas se derivam. A construgdo de nanoparticulas com material derivado de
tumores parece ser uma forma efetiva de melhorar a eficacia e seletividade de
nanoterapéuticos. Ainda, é um processo menos arduo para o design personalizado de
nanoterapéuticos, evitando a identificacdo e producédo de ligantes especificos. A
extracdo de membrana celular tumoral pode ser vista como parte de um tratamento
personalizado onde células tumorais do paciente podem ser proliferadas ex vivo para
posteriormente extrair membrana para um nanoterapéutico personalizado para o
paciente, enquanto evita ineficacia devido a heterogeneidade intra-paciente. Rao et
al.(21) ja contribuiram com resultados nessa direcdo empregando membrana de
células derivadas de tumores de pacientes com carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescocgo para recobrir nanoparticulas e descrevem um efeito superior para
o tratamento e o tratamento pds-operatério que utilizaram as nanoparticulas
recobertas com membrana da mesma célula que se originou 0 modelo produzido in
vivo. Além disso, células também podem ser geneticamente modificadas para produzir
moléculas especificas na superficie celular ou associadas a vesiculas extracelulares
que podem ser utilizadas para recobrir as nanoparticulas para atingir o microambiente
do tumor.

Para concluir, o Capitulo 5 reporta o desenvolvimento de liberagdo induzida
por luz em lipossomos por meio de isomerizagao fotoquimica e térmica mediada por
motores moleculares sintéticos. O controle de motores moleculares ativados por luz
mostra precisdo espacial e temporal. Incorporando os motores moleculares na
bicamada lipidica de lipossomos, calceina foi liberada apenas quando o sistema foi
exposto a radiagdo UV e tempos de exposi¢cdo mais longos levaram a um aumento da
liberacdo de calceina dos lipossomos. Tendo controle preciso sobre a liberacdo de
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moléculas de sistemas de entrega de farmacos € essencial e motores moleculares
mostraram uma regulagéo excepcional com uma estratégia simples. Estes resultados
abrem possibilidades para a aplicacdo de motores moleculares em nanomedicina e
avangos para sistemas precisos de liberagao controlada. Avangos valiosos seriam o
uso de motores moleculares que respondam a comprimentos de onda mais longos,
permitindo melhor penetragao nos tecidos, ou 0 uso de polimerossomos , um sistema
versatil devido a facilidade da sintese de polimeros.(22) Sistemas de entrega capazes
de identificar e precisamente responder a estimulos externos e internos visando uma
cinética de liberagdo “on demand’ sado de grande interesse para a entrega de
compostos terapéuticos. Contudo, para ser capaz de criar esses sistemas, uma
compreensao profunda da interagdo nanomaterial-célula e nanomaterial-tecido é
necessaria.

Esta tese apresenta sistemas de entrega inovadores, especificamente
nanogéis, particulas de PLGA recobertas com membrana, e lipossomos contendo
motores moleculares, que foram planejadas para melhores a eficacia terapéutica. Os
estudos descritos expandem nosso conhecimento sobre propriedades de
nanoparticulas, em especifico, rigidez, tamanho, e afinidade celular, que afetam as
interagdes de nanoparticulas com sistemas biolégicos.

Perspectivas futuras

O estudo da interagdo nanomateriais-célula nesta tese fornece insights para a
area de nanotecnologia aplicada a medicina. Demonstrou-se que o transporte através
da barreira hematoencefalica e internalizagdo de nanogéis poliméricos pode ser
regulada ajustando a rigidez da particula. Como proximo passo, seria interessante
investigar o trafico intracelular vesicular dos nanogéis e seu impacto na exocitose.
Além disso, experimentos in vivo sao necessarios para confirmar se o efeito
observado devido a rigidez no modelo sem filtro de barreira hematoencefalica se
repete para os nanogéis de menor rigidez, e se estas nanoparticulas seriam
vantajosas como um sistema de entrega de farmacos para o cérebro. Da mesma
forma, o efeito da rigidez de nanoparticulas na entrega de farmacos in vivo para
glioblastoma deve ser avaliada, e comparada com os resultados obtidos em co-cultura
in vitro de células de glioma e macrofagos periféricos mimetizando o microambiente

do tumor a fim de avaliar o valor preditivo do sistema de co-cultura. Além disso,
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explorar o comportamento das nanoparticulas em sistema 3D de co-cultura incluiria a
influéncia da matriz extracelular e estrutura de tecido. Seria de nosso interesse
preparar nanocarreadores recobertos com membrana celular de células derivadas de
tumores de pacientes, e analisar a interacdo desses carreadores com tumores
primarios e células tumorais circulantes. Finalmente, estudar a liberagéo “on demand”
dos lipossomos contendo motores moleculares em células & essencial para
determinar o nivel de controle sobre a entrega de farmacos bem como estabelecer
uma resposta segura a iluminagdo das células com diferentes fontes de luz. A
tecnologia também deve ser transferida a outros sistemas de carreamento, e.g.
polimerossomos e nanoparticulas poliméricas, e ser explorada em areas como terapia

fotodinamica.
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