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RESUMO 
 

Venenos de serpentes possuem propriedades que têm sido exploradas como 

alternativas terapêuticas. Entre as diversas classes de proteínas de venenos de 

serpentes que têm sido estudadas destacam-se as desintegrinas. Os efeitos 

biológicos das desintegrinas relacionam-se com suas ligações a receptores celulares 

sendo consideradas potentes inibidores de adesão celular, podendo ser utilizadas no 

combate de diversas patologias como, por exemplo, o câncer, trombose e 

osteoporose. A desintegrina-RGD monomérica, DisBa-01, foi recentemente 

identificada a partir de uma biblioteca de cDNA da glândula de veneno de 

Rhinocerophis alternatus. É uma proteína recombinante que interage 

especificamente com as integrinas αVβ3, α5β1 e αIIbβ3  exibindo potentes 

propriedades antimetastática, antiangiogênica e antitrombótica. Entretanto a 

aplicação de proteínas na terapêutica é limitada por diversas dificuldades que inclui 

a baixa estabilidade em fluídos fisiológicos, potencial imunogênico e alergênico, 

assim como a baixa biodisponibilidade. Para contornar estes problemas, tem-se 

buscado novos sistemas de liberação, como as nanopartículas de quitosana e vias 

alternativas para administração de proteínas, como por exemplo, a via nasal. 

Portanto neste trabalho estudou-se o desenvolvimento e a caracterização de 

nanopartículas de quitosana para potencial administração nasal de DisBa-01. Para 

isso as nanopartículas de quitosana foram desenvolvidas pelo método de gelificação 

ionotrópica, através da reticulação da quitosana com tripolifosfato de sódio. A 

caracterização físico-química demonstrou que a presença do quitosana 0,2 % 

(NPQS2); 0,3 % (NPQS3) e 0,5 % (NPQS5) (m/v) influenciou o diâmetro médio, a 

eficiência de encapsulação, assim como o potencial de superfície das partículas. O 

diâmetro médio e o potencial zeta das nanopartículas com DisBa-01 foram de  364,5 

nm para NPQS2, 302,7 nm para NPQS3 e 644 nm para NPQS5. O potencial zeta da 

nanopartícula NPQS2 com DisBa-01 aumentou significativamente de +30 mV para 

+45.9 mV, assim como a NPQS3 que passou de +38.6 mV para +53.2 mV, por fim, 

NPQS5 passou de +44.6 para +49.6. A eficiência de encapsulação e capacidade de 

incorporação de DisBa-01 determinada por  ensaio de BCA variaram de 34 a 71%. 
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Nos estudos de mucoadesão, as nanopartículas apresentaram-se mais 

mucoadesivas com o aumento do tempo de contato com a mucosa nasal suína 

comparada com polímeros já conhecidos por sua mucoadesão. A citotoxicidade de 

DisBa-01 e das nanopartículas foram investigadas em linhagem celular  de K-562 

(Linhagem de leucemia mielóide) e HUVEC (Células endoteliais de veia de cordão 

umbilical humano). Foi observado que a DisBa-01, incorporada ou não nas 

nanopartículas não apresentou citotoxicidade. Também foi investigada a inibição da 

adesão de células K-562 e HUVEC, demonstrando que DisBa-01 incorporada ou 

não em nanopartículas promoveu a inibição da adesão das células tumorais de 

leucemia mielóide e de células endoteliais. Estes resultados sugerem que as  

nanopartículas de quitosana apresentam um grande potencial como sistema de 

liberação de proteínas. 
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ABSTRACT 
 

Snake venoms have properties that have been exploited as therapeutic alternatives. 

Among the various classes of proteins from snake venoms that have been studied 

stand out the disintegrins. The biological effects of disintegrins relate to their 

connections to cellular receptors being considered inhibitors potent of cell adhesion, 

can be used in the diseases various combat, such as, cancer, thrombosis, and 

osteoporosis. The RGD-monomeric disintegrin, DisBa-01, was recently identified 

from a cDNA library made with RNAs from the venom gland of Rhinocerophis 

alternatus.  It is a recombinant protein that interacts specifically with the αVβ3, α5β1 

and αIIbβ3 integrins showing potent properties antimetastatic, antithrombotic and 

antiangiogenic. However, the use of protein in the therapeutic is limited by several 

difficulties which includes the low stability in physiological fluids, immunogenic and 

allergenic potential, as well the low bioavailability. To overcome these problems, 

researchers have tried to new delivery systems, such as chitosan nanoparticles and 

alternative routes for administration of proteins, for example, nasal route. In this work 

we studied the development and characterization of chitosan nanoparticles for 

potential administration nasal of DisBa-01. For this, the chitosan nanoparticles have 

been developed by ionotropic gelation method, across crosslinking of chitosan with 

sodium tripolyphosphate. The physico-chemical characterization showed that the 

presence of chitosan influences the mean diameter, encapsulation efficiency and 

superficial charge of the nanoparticles. The nanoparticles shape varied in function of 

chitosan concentration, the better results being obtained with the lowest chitosan 

concentration. The mean diameter and zeta potential of the nanoparticles with DisBa-

01 were 364.5 ± 14 to NPQS2, NPQS3 302.7 ± 4 to ± 12 and 644 to NPQS5. The 

zeta potential of the nanoparticles NPQS2 increased significantly from +30 mV to 

+45,9 mV, NPQS3 increased of +38.6 mV to +53.2 mV and finally  NPQS5  +44.6 to 

+49.6. The encapsulation efficiency and capacity of incorporation DisBa-01 

determined by BCA assay was between 34% and 71%. In the mucoadhesion studies, 

the nanoparticles showed the most mucoadhesive with increasing time of contact 

with the porcine nasal mucosa compared with polymers known for their 
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mucoadhesion. The cytotoxicity of DisBa-01 and nanoparticles were investigated in 

cell line K-562 (myeloid leukemia) and HUVEC (endothelial cells of human umbilical 

vein) it was observed that samples were not cytotoxic even when DisBa-01 was 

incorporated into nanoparticles. Finally, the test of inhibition of cell adhesion to 

HUVEC and K-562 showed that DisBa-01 and DisBa-01 in the nanoparticles, 

promoted the adhesion inhibition of myeloid leukemia tumor cells and endothelial 

cells. These results make the chitosan nanoparticles is a promising system for the 

release of proteins. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. VENENOS DE SERPENTES  

A Rhinocerophis alternatus antigamente classificada por Bothrops alternatus, 

pertence à família Viperideae, sub-família Crotalinaeae é mais conhecida como urutu 

ou cruzeira. Sua ocorrência é na região Sul, Sudeste e Centro-oeste do Brasil, é 

encontrada também na região central da Argentina e limite meridional do Uruguai, 

ocupando predominantemente áreas abertas (CAMPBELL; LAMAR, 1989). Esta 

serpente é terrestre, possui o corpo robusto e pode atingir 1,7 metros de 

comprimento (Figura 1).  

 
 Figura 1. Rhinocerophis alternatus. 

 
CAMPBELL; LAMAR, 1989. 

 

Do veneno desta serpente foram isoladas, a Balterobin, enzima tipo-trombina 

(SMOLKA et. al., 1998) e a Bothroalternin (27 kDa) que inibe a agregação 

plaquetária e coagulação do fibrinogênio (CASTRO et al., 1998) e mais 

recentemente, a DisBa-01 (11,67 kDa), apresentando potenciais propriedades 

antimetastática, antitrombótica e antiangiogênica (RAMOS, 2005).  

Cerca de 3200 espécies de serpentes são conhecidas atualmente, mas, 

apenas uma minoria (cerca de 200 espécies) pode causar envenenamento em 

humanos. Na América Latina, a maioria das espécies venenosas pertence à família 
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Crotalideae e Viperideae e seus venenos constituem ricas fontes de compostos 

ativos na hemostasia (ROMANO-HOGE, 1990). 

O Brasil possui uma grande biodiversidade, fornecendo uma valiosa 

oportunidade de exploração de moléculas bioativas para a descoberta e produção 

de novos fármacos. 

 Venenos de serpentes possuem propriedades que têm sido exploradas com 

fins terapêuticos e como ferramentas para o estudo de vários processos biológicos, 

tais como a adesão, agregação, migração, proliferação celular e angiogênese.  

Os componentes originais de venenos de serpentes não podem ser utilizados 

como terapêuticos, contudo modificações pela química, química farmacêutica e 

tecnologia farmacêutica têm possibilitado o uso de proteínas de venenos de 

serpentes. Um dos melhores exemplos da aplicação dessas substâncias derivadas 

de venenos é o captopril, fármaco amplamente utilizado contra hipertensão cujo 

principio ativo é derivado de um inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina, 

IECA, encontrado no veneno da Bothrops jararaca. 

 

1.1.1. Desintegrinas 
Entre as diversas classes de proteínas de venenos de serpentes que têm sido 

estudadas destacam-se as desintegrinas, cujos efeitos biológicos relacionam-se com 

ligações a receptores celulares e são potentes inibidores de agregação plaquetária e 

de adesão celular (CALVETE et al., 2005). Trabalhos têm demonstrado resultados 

interessantes na inibição do desenvolvimento de metástases, sugerindo a utilização 

dessas moléculas como uma alternativa terapêutica para neoplasias, pois são 

capazes de se ligar em integrinas superexpressas em células tumorais impedindo a 

adesão, migração e proliferação celular destas células a matriz extracelular 

(BEVIGLIA; STEWART; NIEWIAROWSKI, 1995; SHEU et al., 1995; SOUZA et al., 

2000).b  

O termo desintegrina foi usado pela primeira vez em 1989 para descrever um 

grupo de moléculas de baixo peso molecular, ricos em cisteína, derivados de 

venenos de serpentes, as quais interagem com receptores da superfície celular 
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(DENNIS; HENZE; PITTI, 1990; GOOD et al., 1990; HUANG, 1998; McLANE et al., 

1998; NIEWIAROWISK et al., 1994). 

As desintegrinas são potentes inibidores da agregação plaquetária, algumas 

possuem a sequência adesiva RGD (arginina, glicina, ácido aspartático) através da 

qual se ligam especificamente ao receptor de fibrinogênio e glicoproteína IIb/IIIa 

encontrada em membrana de plaquetas (integrina �IIb/�3), o que resulta na inibição 

da agregação plaquetária dependente de fibrinogênio, além de se ligar a outras 

integrinas RGD-dependentes como a integrina αVβ3 e a α5β1 (HUANG; 

NIEWIAROWSKI, 1994). 

As desintegrinas de veneno de serpentes são da família das metaloproteases 

de veneno de serpentes (SVMPS) e são classificadas de acordo com sua estrutura e 

multidomínio em PI, PII e PIII. Membros da classe PI são formados somente por um 

domínio metaloprotease, enquanto as desintegrinas tipo P-II, apresentam uma 

metaloproteinase e um domínio desintegrina. As desintegrinas do tipo P-III originam 

as desintegrina-like, são formadas por ligação covalente desintegrina-like e domínios 

ricos em cisteínas (BJARNASON; FOX, 1995; FOX; SERRANO, 2008). 

Várias desintegrinas derivadas de SVMPS, do tipo P-II, são capazes de inibir 

a adesão de células de linhagens tumorais. Durante o processo de invasão e 

metástase, as células tumorais invadem a membrana basal, sendo um dos eventos 

adesivos mais importantes na formação da metástase. A adesão ao endotélio 

vascular expõe a membrana basal endotelial que possui uma variedade de proteínas 

adesivas como vitronectina, fibronectina e laminina (TARIN, 1985). A capacidade 

das desintegrinas de se ligar as integrinas presentes nas células de linhagens 

tumorais e a inibição da adesão destas células as proteínas presentes na matriz 

extracelular faz com que muitas desintegrinas sejam capazes de inibir metástases 

(COMINETTI, 2004). 

A desintegrina eritostatina foi estudada em um modelo de metástase 

experimental empregando as células tumorais MV3, que são altamente invasivas, na 

veia caudal de camundongos. Observou-se que a desintegrina foi capaz de inibir em 

87 % a formação de metástases pulmonares (DANEN et al., 1998). Outra 

desintegrina estudada foi a salmosina, que foi capaz de inibir a adesão de células de 
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melanoma B16F10 à fibronectina, vitronectina e colágeno tipo I e IV de maneira 

dose dependente. O efeito da salmosina na supressão da metástase tumoral está 

relacionada com a inibição da adesão das células B16F10 às proteínas da matriz 

extracelular através do bloqueio das integrinas αVβ3 e αVβ1 na superfície destas 

células (KANG et al., 1998).  

Derivados de desintegrinas, também estão sendo desenvolvidos e estudados 

para combater o câncer. O pentapeptídeo cíclico RGD cilengitide também conhecido 

como EMD121974, é um inibidor das integrinas αVβ3 e αVβ5 e está em fase III de 

estudo devido as suas propriedades antiangiogênicas e anticancerígenas (STUPP et 

al., 2007). 

Na tabela 1 temos outros exemplos de desintegrinas de venenos de 

serpentes que têm sido estudadas e a atividade que exercem sobre as células 

tumorais. 

 
Tabela 1. Tipos de desintegrinas e atividade sobre as células tumorais. 

Desintegrina 
Motivo 
adesivo 

Integrina 
ligante 

Atividade  

inibitória 
Referência 

Salmosina 2 RGD αvβ3 Angiogênese KANG et al., 1998 

Flavoridina RGD α5β1 
Melanoma de pulmão 

(metástase) 
OLIVA et al., 2007 

Trigramina RGD αvβ3 Metástase de osso YANG et al., 2005 

Eristostatina RGD αIIbβ3 
Melanoma 

(metástase) 
DANEN et al., 1998 

DisBa-01 RGD αvβ3 
Melanoma 

(metástase) 
RAMOS et al., 2008 

Cilengitide RGD αvβ3, αvβ5 Glioblastoma STUPP et al., 2007 

Adaptado de Selistre-de-Araujo et al., 2010. 

 

As desintegrinas de venenos de serpentes apresentam um enorme potencial 

para estudos básicos de reconhecimento celular em metástases e angiogênese, 
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bem como potencial terapêutico (BEVIGLIA; STEWART; NIEWIAROWSKI, 1995; 

GENTILUCCI et al., 2010; KONSTANTOPOULOS; THOMAS, 2009). 

 
DisBa-01 

Da glândula venenífera de um espécime de Rhinocerophis alternatus, foram 

extraídos ácidos ribonucléicos mensageiros (mRNAs) e utilizando a tecnologia do 

DNA recombinante através da fusão His-Tag, foi obtida a desintegrina recombinante 

DisBa-01, que  é derivada de uma metaloproteinase de tipo P-II e possui massa 

molecular de 11,637 kDa,  podendo ser produzida de forma heteróloga em bactérias 

e posteriormente purificada (KAUSTOT et al.; 2008; RAMOS, 2005). A figura 2 ilustra 

a estrutura molecular da DisBa-01. 

 
Figura 2. Modelo estrutural da DisBa-01. 

 
RAMOS, 2005. 

 

A DisBa-01 apresenta uma estrutura terciária composta por 78 resíduos de 

aminoácidos conectados por seis pontes de dissulfeto, o que a classifica na classe 

das desintegrinas médias e possui o motivo adesivo arginina, glicina, ácido 

aspartático (RGD), como é mostrado na figura 3 (RAMOS et al., 2008). 
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Figura 3. Sequência de nucleotídeos e aminoácidos da DisBa-01. 

 
RAMOS et al., 2008. 

 

Esta desintegrina possui alta afinidade pelas integrinas αVβ3, α5β1 e αIIbβ3, que 

são proteínas envolvidas na formação de tumores e trombose (RAMOS et al., 2008). 

A αvβ3 é expressa em vasos sanguíneos de diversos tumores humanos e em 

regiões amplamente inflamadas ou em cicatrização, mas está em níveis muito 

reduzidos ou mesmo ausente nos tecidos humanos normais (GENTILUCCI et al., 

2010). Esta integrina parece estar relacionada ao controle do crescimento celular, 

sobrevivência e migração de células tumorais durante a angiogênese 

(AVRAAMIDES; GARMY- SUSINI; VARNER, 2008; DESGROSELLIER; CHERESH, 

2010; KONSTANTOPOULOS; THOMAS, 2009). 

 
Figura 4. Esquema de inibição de integrinas pela DisBa-01. 

 

 
(Adaptado de GIANCOTTI, RUOSLAHTI, 1999).  

 

Estudos demonstraram que a DisBa-01 inibe significativamente a proliferação 

de células endoteliais de capilares da derme HMEC-1, inibe a adesão a vitronectina 

e reduz significativamente a implantação de metástases pulmonares de melanoma 
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B16F10, além de inibir a agregação plaquetária induzida por ADP, trombina e 

fibrinogênio in vitro, diminuindo o tempo de oclusão trombótica e sangramento in 

vivo através da interação com a integrina αVβ3 (KAUSKOT et al., 2008; OLIVEIRA, 

2009; RAMOS et al., 2008). Também avaliou-se o efeito de DisBa-01 sobre células 

de adenocarcinoma mamário MDA-MB-231. DisBa-01 inibiu fortemente a adesão 

tumoral de MDA-MB-231 ao colágeno tipo I, possivelmente devido a ativação de 

αVβ3 por fluxo que pode ter reforçado as interações com DisBa-01 (RIBEIRO, 2009). 

Em estudos recentes, Montenegro e colaboradores (2012) demonstraram que 

DisBa-01 adere a fibroblastos e células de câncer de mama (MDA-MB-231) e inibe a 

adesão destas células no colágeno tipo I sob condições de fluxo, simulando o fluxo 

sanguíneo. Além disso, DisBa-01 diminui fortemente a liberação de mRNA de VEGF 

e dos seus receptores (VEGFR1 e VEGFR2) em células endoteliais. Segundo os 

autores, estes resultados demonstram que a inibição de integrinas por DisBa-01 

pode resultar em bloqueio da angiogênese e inibição do tumor. 

 

1.2. VIA DE ADMINISTRAÇÃO NASAL 
Apesar da via oral ser muito utilizada na administração de fármacos, a via 

nasal tem suscitado grande interesse como rota alternativa para administração de 

fármacos e biomoléculas que são suscetíveis à degradação ácida e/ou enzimática 

ou que apresentam metabolismo pré-sistêmico, como é o caso das proteínas 

(GAVINI et al., 2008). 

A mucosa nasal apresenta grandes vantagens para a absorção sistêmica de 

proteínas, pois apresenta epitélio com microvilosidades e uma grande área 

superficial, além de características como camada subepitelial altamente 

vascularizada e membrana basal com endotélio poroso, facilitando a permeação do 

fármaco, que pode ser absorvido diretamente na circulação sistêmica sem sofrer 

metabolização pré-sistêmica, atingindo rapidamente níveis plasmáticos terapêuticos. 

Todos esses fatores podem favorecer a redução da dose, diminuição de efeitos 

adversos do fármaco e aumento da adesão ao tratamento (MAINARDES et al., 

2006).  
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Apesar das vantagens desta via, há algumas barreiras que limitam a absorção 

nasal de fármacos. Essas barreiras incluem os mecanismos de depuração 

mucociliar, o qual remove rapidamente a formulação da cavidade nasal, além da 

degradação enzimática que pode acontecer tanto no lúmen da cavidade nasal como 

na passagem através da barreira epitelial. Outros fatores que limitam a absorção 

nasal de fármacos são a baixa permeabilidade do epitélio nasal que dificulta a 

absorção de fármacos polares ou de alta massa molecular, como os peptídeos e 

proteínas, o pH do sistema que deve ser compatível com o da cavidade nasal e o 

baixo volume que pode ser administrado (MAINARDES et al., 2006). Uma estratégia 

utilizada para retardar a remoção da formulação pela depuração mucociliar é a 

utilização de sistemas mucoadesivos, que aumentam o tempo de contato entre a 

formulação e o local de absorção na cavidade nasal (ILLUM, 2003). 

Moléculas catiônicas como a QS têm sido utilizadas no desenvolvimento de 

sistemas mucoadesivos, pois podem interagir com a superfície de absorção da 

mucosa nasal, a qual é carregada negativamente em pH fisiológico, devido à 

natureza química das membranas celulares e das moléculas de mucina (WOODLEY, 

2001).  

O muco contém mucina, que apresenta vários constituintes químicos, dentre 

eles o ácido siálico. Em pH fisiológico, o ácido siálico apresenta carga negativa, com 

isso, a QS e  a mucina podem apresentar fortes interações eletrostáticas. Essa 

observação é base do mecanismo proposto para mucoadesão de polímeros 

catiônicos, como a QS, cuja mucoadesão é estabelecida pelas interações 

eletrostáticas com os grupos siálicos da mucina presente no muco, além de 

promover a absorção de moléculas hidrofílicas pela promoção da reorganização 

estrutural das proteínas associadas às junções intercelulares (BRAVO-OSUNA et al., 

2007). 

 

1.3. PROTEÍNAS E SISTEMAS DE LIBERAÇÃO NANOESTRUTURADOS  
A administração de proteínas na terapêutica é limitada, principalmente, pela 

intensa degradação enzimática nos fluidos biológicos e fraca permeabilidade através 

das membranas biológicas. Para contornar os problemas relacionados com a 
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estabilidade das proteínas e a conseqüente perda de atividade, pesquisadores 

começaram a explorar sistemas de liberação de fármacos como lipossomas, cristais 

líquidos, microemulsões e nanopartículas que podem ser administrados por via oral, 

vaginal, retal, pulmonar e nasal. Os sistemas de liberação nanoestruturados 

representam uma estratégia interessante para administração de fármacos protéicos, 

pois podem protegê-los contra degradação e possibilitar liberação no local específico 

de ação em uma taxa controlada (KANG; CHO; YOO, 2009).  

Lestine e colaboradores (2002) desenvolveram lipossomas para a liberação 

de fármacos em doenças cardiovasculares, utilizando peptídeos contendo a 

sequência adesiva ácido aspártico-arginina-glicina (RGD) para o direcionamento de 

integrinas GPIIb-IIIa envolvidas na doença cardiovascular restenose. Stevenson e 

colaboradores (2005) desenvolveram sistemas líquidos cristalinos e microemulsões 

para a incorporação e liberação controlada de insulina e vacinas de DNA. As 

nanopartículas vêm sendo utilizadas no desenvolvimento de sistemas de liberação 

de hormônio do crescimento (GH ou somatotrofina) e insulina para administração 

nasal (CHALASANI et al., 2007; VERENA et al., 2004).  

Mais recentemente, o primeiro teste clínico com nanopartículas poliméricas 

contendo docetaxel para o tratamento do câncer foi realizado nos Estados Unidos e 

os resultados foram publicados na revista médica americana Science Translational 

Medicine. O teste clínico de fase I foi realizado com um pequeno grupo de 17 

pacientes que sofriam de diferentes tipos de câncer em estágio avançado. O teste 

demonstrou que uma paciente teve redução do tumor no colo do útero, enquanto 

outros cinco tiveram seus cânceres (de pâncreas, ânus, cólon, vias biliares e 

garganta) estabilizados. Portanto as nanopartículas produziram efeitos favoráveis 

contra os tumores, inclusive com doses pequenas de fármaco, que representavam 

até 20% do que normalmente se prescreve em quimioterapia tradicional por via oral 

ou intravenosa, sendo uma ferramenta promissora para o tratamento do câncer 

(HRKACH et al., 2012). 

Dentro do contexto da nanotecnologia farmacêutica, as nanopartículas 

poliméricas se mostram como eficientes sistemas para promover liberação 

controlada de fármacos protéicos (MAINARDES et al., 2006). As nanopartículas 
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foram introduzidas nos anos 70 como potenciais carreadores para liberação 

controlada de fármacos por Kreuter e Speiser (1976) utilizando, na época, polímeros 

não biodegradáveis. A aplicação de nanopartículas no desenvolvimento de sistemas 

de liberação controlada de fármacos foi reavaliada na década de 80, após o advento 

da síntese de polímeros biodegradáveis pela equipe de Couvreur e colaboradores 

(COUVREUR; KANTE; ROLAND, 1978; COUVREUR, 1985; COUVREUR et al., 

1989). Posteriormente, outros grupos de pesquisas desenvolveram sistemas nano e 

microparticulados contendo diferentes substâncias ativas tais como proteínas, 

peptídeos, ácidos nucléicos, partículas virais e vacinas (DAMGÉ et al., 1997;  

KUBIK; BOGUNIA-KUBIK; SUGISAKA, 2005; OLIVEIRA et al., 2004; FERDUS; 

STEMBRIDGE; SINGH, 1998; WARGAFTIG, 2000), bem como fármacos como 

antibióticos, analgésicos, imunossupressores e anticancerígenos (FATTAL et al., 

1998; MOLPECERES; ABERTURAS; GUZMAN, 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003a, 

TOBÍO et al., 1998; YOO et al., 1999). 

As nanopartículas apresentam diâmetro inferior a 1000 nm e o termo 

nanopartícula inclui as nanocápsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si 

segundo a composição e organização estrutural. As nanocápsulas são constituídas 

por um invólucro polimérico disposto ao redor de um núcleo oleoso, podendo o 

fármaco estar dissolvido neste núcleo e/ou adsorvido à parede polimérica 

(SCHAFFAZICK et al., 2003a). Por outro lado, as nanoesferas, são formadas por 

uma matriz polimérica, em que o fármaco encontra-se homogeneamente disperso 

em seu interior e desta forma obtém-se um sistema monolítico, em que não é 

possível identificar um núcleo diferenciado (SCHAFFAZICK et al., 2003a). 

 
Figura 5. Representação esquemática de nanocápsulas e nanoesferas poliméricas. 

 
SCHAFFAZICK et al., 2003a. 
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A escolha do polímero é um dos fatores mais importantes na preparação das 

nanopartículas, sendo os biodegradáveis os mais indicados para compor matrizes 

ou cápsulas de sistemas nanoparticulados. 

Os sistemas de liberação nanoestruturados poliméricos agem como 

compartimentos transportadores de substâncias ativas e apresentam vantagens que 

justificam sua aplicação, dentre elas, a boa estabilidade física, química e biológica e 

boa reprodutibilidade, além de serem aplicáveis a uma ampla variedade de 

substâncias visando melhorar suas propriedades químicas. Outro fator importante é 

que o material que compõe as partículas produza metabólitos não-tóxicos e seja 

degradado facilmente (SCHAFFAZICK et al., 2003a). 

A tabela 2 nos mostra exemplos de vários polímeros que têm sido usados no 

desenvolvimento de nanopartículas poliméricas e os diferentes fármacos utilizados. 

 
Tabela 2. Polímeros utilizados no desenvolvimento de nanopartículas poliméricas. 

Polímero Fármaco Referência 

PLGA siRNA CUN et al., 2011 

PLA-PEG zidovudina MAINARDES; KHALIL; GREMIÃO, 2010 

PCL α- tocoferol BYUN et al., 2011 

PLA/Quitosana lamivudina DEV et al., 2010 

PLGA siRNA JENSEN et al., 2010 

Quitosana tacrina BARNABAS et al., 2010 

PLGA (Poliéster de Ácido Láctico-Co-Glicólico), PLA (Ácido polilactato), PEG (Polietilenoglicol), PCL 

(poli(ε-caprolactona). 

 

1.3.1. Nanopartículas de quitosana 
Vários polímeros têm sido empregados no desenvolvimento de 

nanopartículas, dentre eles a quitosana (QS), polímero semi-sintético obtido da 

desacetilação da quitina (AMIDI et al., 2006; AMIDI et al., 2007; CERCHIARA et al., 

2005; DYER et al., 2002; FUNDUEANU et al., 2004; GAVINI et al., 2006; GAVINI et 

al., 2008; KANG et al., 2007; KRAULAND; GUGGI; BERNKOP-SCHNÜRCH, 2006; 

SOANE et al., 2001).  
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A descoberta da QS data do século XIX. No entanto, somente nas últimas 

duas décadas a importância deste polímero tem crescido significativamente em 

função de ser uma fonte renovável, devido a sua propriedade biodegradável e, 

também, por causa do recente aumento em aplicações tecnológicas e farmacêuticas 

(AJUN et al., 2009). 

A quitina é um polímero natural extraído de exoesqueleto de crustáceos, 

insetos, composto pelas unidades monoméricas de β-(1→4)- 2-amino-2-desoxi-D-

glicose e β-(1→4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose (Figura 6). Este polímero natural 

possui uma estrutura cristalina altamente organizada, é um polímero insolúvel em 

meio aquoso e na maioria dos solventes orgânicos, e tem baixa reatividade química 

(HEIN et al., 2008).  

 
Figura 6. Estrutura da QS e quitina. 

 
SILVA, 2006. 

 

A insolubilidade da quitina é o fator limitante da sua utilização, por isso, a QS 

é obtida pela reação de desacetilação da quitina em meio alcalino, podendo 

facilmente se dissolver em soluções de ácidos fracos diluídos, devido à protonação 

de seus grupos amino, sendo o ácido acético o solvente mais empregado. Os 

grupamentos amino e as hidroxilas da QS estão relacionados às características de 

solubilidade e reatividade que esse polímero apresenta. A QS é uma base fraca com 

valor de pKa do resíduo D-glicosamina em torno de 6,5, sendo portanto, insolúvel 
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em meios neutro e alcalino (AMIDI et al., 2006; AMIDI et al., 2007; BARNABAS et 

al., 2010; BRAVO-OSUNA et al., 2007; CALVO et al., 1997; CERCHIARA et al., 

2005; LARANJEIRA; FAVERE, 2009). 

A QS possui várias aplicações na área alimentícia, cosmética e tem atraído 

grande interesse na área farmacêutica como excipiente em formulações e tem sido 

muito utilizada no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados poliméricos para a 

liberação de fármacos (LARANJEIRA; FAVERE, 2009). 

O uso da QS nos sistemas de liberação nanoestruturados tem atraído a 

atenção devido a suas propriedades bioadesivas. A protonação da QS em pH 

fisiológico pode promover a interação eletrostática com cargas negativas das 

superfícies celulares, caracterizando o mecanismo de bioadesividade, quando esta 

interação é restrita a camada de muco, o termo mucoadesividade é empregado 

(MUZZARELLI, 1997). 

O potencial das nanopartículas de QS tem sido reforçado por sua capacidade 

de abrir transitoriamente as junções oclusivas entre as células epiteliais, permitindo 

transporte intercelular de fármacos polares como, vacinas, DNA, peptídeos e 

proteínas, sendo, portanto, considerado promotores de absorção, aumentando, 

assim, a biodisponibilidade dessas substâncias. A capacidade de abrir junções 

também se deve à natureza catiônica da QS, cujos grupamentos amino protonados 

interagem com os sítios carregados negativamente nas superfícies celulares 

(DAVIS, 1999; JUNGINGER; VERHOEF, 1998). Por isso, é de grande interesse a 

utilização de nanopartículas de QS para administração nasal de fármacos de origem 

protéica, pois as interações da QS com muco podem resultar em um tempo maior de 

permanência no sítio de absorção, podendo promover aumento da 

biodisponibilidade. 

Difusas técnicas são descritas na literatura para o preparo de micro e 

nanopartículas de QS e seus derivados, e dentre elas a secagem por atomização 

(spray-drying), emulsificação, coacervação/precipitação e gelificação ionotrópica 

com tripolifosfato de sódio (TPP) (AMIDI et al., 2006; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007; 

DYER et al., 2002; GUIMARÃES, 2005; LAUS et al., 2006; SADEGHI et al., 2008). 
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Secagem por Atomização (Spray Drying) 

Esse método baseia-se na dissolução da QS em uma solução aquosa em pH 

ácido, o fármaco é dissolvido ou disperso no mesmo solvente usado para dissolver o 

agente reticulante. Esta dispersão é atomizada, na forma de pequenas gotas, dentro 

de uma câmara de secagem aquecida. A água é evaporada rapidamente, formando 

um pó seco (PENICHE et al., 2003). 

 
Emulsificação/ Evaporação do solvente 

Na técnica da emulsificação, as partículas são formadas pela dispersão de 

uma solução aquosa de QS em óleo contendo um tensoativo, formando uma 

emulsão óleo-em água (O/A). As gotículas da fase oleosa podem ser precipitadas 

pela adição de um ânion polivalente como o TPP, como agente de reticulação. Após 

a precipitação, o solvente é evaporado e as nanopartículas em suspensão são 

separadas. O fármaco a ser incorporado usualmente é adicionado na solução de QS 

antes da obtenção da emulsão.  

 O tamanho e a morfologia das partículas dependerão de múltiplos fatores, 

tais como: temperatura, velocidade de agitação, concentração da QS, concentração 

do tensoativo, viscosidade das fases, configuração do reator e do agitador 

(AGNIHOTRI; NADAGOUDA; AMINABHAVI, 2004; SINHA et al., 2004). 

 

Coacervação/Precipitação 

De acordo com Peniche e colaboradores (2003), a técnica da coacervação 

envolve a separação de uma solução polimérica diluída em duas fases coexistindo: 

uma fase rica em polímero e outra muito diluída. A coacervação pode ser 

classificada em simples ou complexa. Na coacervação simples, o colóide hidrofílico 

é subtraído do solvente pela adição de uma substância hidrofílica concorrente, tal 

como um sal ou álcool ("salting out").  

A coacervação complexa é produzida pela mistura de dois polieletrólitos de 

cargas opostas. O polieletrólito complexo (também chamado de coacervato 

complexo) se separa numa fase rica em polímero que coexiste com uma fase muito 

diluída. Há a formação de um filme insolúvel ou barreira que cobre a 
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nano/micropartícula. As partículas podem ser formadas tanto pelo gotejamento da 

solução de QS à solução do outro polímero (como por exemplo: 

carboximetilcelulose, alginato, pectina) ou o procedimento contrário (PENICHE et al., 

2003). 

 

Gelificação Ionotrópica 

Uma propriedade da QS muito interessante é sua habilidade de geleificar em 

contato com poliânions específicos. Esse processo de gelatinização se deve a 

reticulação inter e intramolecular mediada por poliânions (Figura 7). O método de 

gelificação ionotrópica é um dos métodos mais utilizados na obtenção de 

nanopartículas de QS (CALVO et al., 1997). Essa técnica envolve a adição, a 

temperatura ambiente, de um poliânion como o TPP em uma solução (pH 4-6) de 

QS. As nanopartículas são formadas imediatamente após a mistura das duas fases 

através de ligações intra e intermoleculares formadas entre os grupamentos fosfato 

do TPP e os grupos amino da QS. 
 
Figura 7. Reticulação da QS com TPP. 

 

 
 

CALVO et al., 1997. 
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OBJETIVO GERAL 
Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar nanopartículas de 

QS pelo processo de gelificação ionotrópica, incorporar a desintegrina DisBa-01 em 

nanopartículas e avaliar a atividade em células tumorais e não tumorais. 

 

ETAPAS PARA ALCANÇAR O OBJETIVO PROPOSTO 
� Desenvolvimento e caracterização físico-química das nanopartículas de 

quitosana;  

� Incorporação da DisBa-01 nas nanopartículas e caracterização físico-química 

após a incorporação desta desintegrina;  

� Avaliação da força mucoadesiva das nanopartículas; 

� Avaliação do efeito da DisBa-01 incorporada ou não em nanopartículas de 

quitosana, sobre a viabilidade celular e inibição da adesão em linhagens celulares 

de células K-562 (Linhagem de leucemia mielóide) e HUVEC (Células endoteliais de 

veia de cordão umbilical humano). 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
MATERIAIS  
 
3.1.1. Substâncias e Reagentes 

� A desintegrina recombinante DisBa-01, foi gentilmente cedida pela professora 

Dra. Heloísa Sobreiro Selistre de Araújo, do Departamento de Ciências  Fisiológicas 

do Centro de Ciências Biológicas e da Saúde – CCBS, da Universidade Federal de 

São Carlos (UFSCar);  

� Linhagem celular K-562 (ATCC-CCL 243); 

� Linhagem celular HUVEC (ATCC-PCS-100-010); 

� Mucina de suínos, tipo II (Sigma- Aldrich) 

� Quitosana de baixa massa molecular (Sigma Aldrich); 

� Tripolifosfato de Sódio (LabSynth). 

 

3.1.2. Equipamentos e Acessórios 

� Agitador Mecânico (Marconi); 

� Analisador de partículas Light Scattering – Brookhaven Instruments 

Corporation, modelo EMI 9863 - Fonte de Laser He-Ne 10 mW, 514 e 532 nm; 

� Analisador de partículas Zetasizer Nano series Nano-ZS, Malvern Instruments 

acoplado a um MPT – Multi Purpose Titrator (metodologia de análise - MIE); 

� Analisadorı  deı  texturaı  TAXT plusı  (Stableı  Microı  Systems®); 

� Bomba peristáltica (Pharmaco Biotech) – Pump P1; 

� Centrífuga (Beckman Coulter), modelo Avanti Centrifugeı J25; 

� Espectrofotômetro de arranjo de diodo UV-Vis (Hewlett Packard®- mod. 8453); 

� Espectrofotômetro por transformada de Fourier (FT-IV Prestige-21); 

� Liofilizadorı (Edwards),ı modelo Modulyo; 

� Microscópio de Varredura (Jeol JSM 7500 F); 

� Microviscosímetro automático AMVn (Anton Paar); 

� pHmetro Digital (Gehaka- PG 1800). 
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MÉTODOS 

 

3.2.1. Caracterização da quitosana  
 

3.2.1.1. Determinação do grau de desacetilação da quitosana  
Para a realização dessa análise foi utilizada QS e N-acetilglicosamina (NAG) 

dissolvidas em ácido acético. Para verificar a interferência do ácido acético no 

espectro de absorção das amostras, foram preparadas três soluções nas 

concentrações de 0,01; 0,02 e 0,03 mol.L-1. 

Para determinação do grau de desacetilação da QS foi necessário a obtenção 

da curva de calibração da NAG e para isso foi preparada uma solução estoque de 

200 µg.mL-1 em solução de ácido acético 0,01 mol-L-1 da qual foram preparadas 

diferentes concentrações (5, 10, 20, 30 e 40 µg.mL-1) e observado a convergência 

dos espectros para um ponto comum, chamado de ponto isosbéstico. 

Para quantificação dos grupos acetil nas amostras de QS, foram preparadas 

dispersões de QS na concentração de 40 µg.mL-1 em solução de ácido acético 0,01 

mol.L-1 (TAN et al., 1998), a porcentagem de grupos amino na QS foi determinada 

pela equação 1. 

 

)100]161/)204/([100 xAAWAGD ����  (1)  

 

Onde A é quantidade de NAG determinada em 204 nm e W é a massa de QS 

nas amostras. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em comprimento de onda 

entre 200 nm e 400 nm, determinado pelo método de primeira derivada por 

espectrofotometria na região do ultravioleta (TAN et al., 1998). 

 

3.2.1.2. Determinação da massa molar da QS por microviscosimetria 
 Para a determinação da massa molar, o método utilizado foi o viscosimétrico, 

em que as amostras de QS foram dissolvidas em ácido acético (0,1 M), cloreto de 
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sódio (0,2 M) e água destilada. Então foi medida a viscosidade das amostras de QS 

em cinco diferentes concentrações, variando de 0,001 a 0,003 g.mL-1, em triplicata. 

 Para análise da viscosidade das dispersões utilizou-se um microviscosímetro 

automático, empregando as dispersões de QS no volume de 150 µL.  O princípio da 

medição é baseado na lei de Stokes, em que a viscosidade será determinada pelo 

tempo de rolamento de uma esfera sólida sob a influência da gravidade em um tubo 

cilíndrico inclinado preenchido com a amostra líquida. 
 Primeiramente foi obtida a viscosidade relativa (ηrel) das dispersões e a partir 

desta calculou-se a viscosidade específica (ηsp); para a estimativa da viscosidade 

intrínseca empregando a equação de Huggins (Equação 2): 

 

� 	 � 	 CK
C H
sp 2





��  (2) 

 

em que: sp
  = viscosidade específica; 
C

sp

= viscosidade reduzida; K H= coeficiente 

de Huggins; � 	
  = viscosidade intrínseca; C = concentração de QS.  

 A viscosidade intrínseca da dispersão é obtida por meio de um gráfico de 
C

sp

 

em função da C  das dispersões das amostras, por extrapolação da reta. 

 Para a determinação da massa molar viscosimétrica média (Mw-KDa), a 

equação empírica de Mark-Houwink Sakuraba, que relaciona a viscosidade 

intrínseca à massa molar da QS, foi utilizada, conforme apresentado na Equação 3 

(ALSARRA et al., 2002): 

 

� 	
v

a
MK�
  (3) 

 

em que: � 	
  = estimativa da viscosidade intrínseca da amostra obtida através da 

regressão linear; K  é a constante característica do polímero, solvente e temperatura 

e a  é a constante que depende da geometria da molécula do polímero. Para a QS 
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em um sistema solvente constituído de ácido acético 0,1 M e cloreto de sódio 0,2 M, 

à temperatura de 25 ºC, K  é 1,81.10-3 e a  = 0,93 (ROBERTS, DOMSZY, 1982).  

 A medida da viscosidade intrínseca fornece uma forma simples e eficaz para 

a determinação da massa molar da QS. 

 

3.2.1.3. Efeito do pH na reticulação da QS com tripolifosfato de sódio  
As mudanças no pH da dispersão de QS em solução de acido acético 0,1 M 

foram medidas em peagâmetro após a adição de solução de TPP 0,1 % (m/v) pH 5,5 

e 9,0 sob agitação magnética. O pH da mistura foi analisado após a adição de 

alíquotas de 1 mL até a adição final de 30 mL de solução de TPP em ambos os pH.  

Este ensaio teve por objetivo avaliar a influência do pH na formação das 

nanopartículas (BHUMKAR, POKHARKAR, 2006). 

 

3.2.1.4. Efeito da condutividade na reticulação da QS com tripolifosfato de 
sódio  

Os estudos de condutividade foram realizados para acompanhar a reação de 

reticulação da QS em solução de acido acético a 0,1 M com TPP 0,1 % (m/v). A 

mudança na condutividade foi medida após a adição de TPP 0,1 % (m/v) pH 5,5 e 

9,0 sob agitação magnética, empregando alíquotas de 1 mL  até a adição final de 30 

mL de solução de TPP. As mudanças na condutividade foram analisadas para 

avaliar as mudanças ocorridas durante a formação das nanopartículas (BHUMKAR, 

POKHARKAR, 2006). 

 

3.2.2.  Desenvolvimento das nanopartículas  
 

3.2.2.1. Preparação das dispersões de quitosana  
As dispersões de QS foram preparadas nas concentrações de 0,1; 0,2; 0,3 e 

0,5 % (m/v). A QS foi suspensa em solução de ácido acético glacial 0,75 % (v/v), a 

mistura foi realizada com agitação mecânica por 24 horas a temperatura ambiente 

(25 ºC). Após a completa solubilização da QS, o pH foi ajustado para 4,8 com 

solução aquosa de ácido clorídrico 0,1 M (CALVO et al., 1997; CHEN; ZHANG; 
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HUANG, 2007). DisBa-01 na concentração de 150 µg.mL-1  foi solubilizada na 

solução de QS. 

 

3.2.2.2. Preparação da solução de tripolifosfato de sódio 
As soluções de TPP foram preparadas com água purificada, nas concentrações 

de 0,1 e 0,5 % (m/v), as misturas foram realizadas com agitação por 1 hora a 

temperatura ambiente (25°C) para total solubilização do TPP. Em seguida, o pH foi 

ajustado para 5,5 e 9,0 (CALVO et al., 1997; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007). DisBa-

01 na concentração de 150 µg.mL-1  foi solubilizada na solução de TPP pH 5,5. 

 

3.2.2.3. Diagrama dos sistemas formados 
Nas dispersões de QS foram adicionadas várias concentrações de TPP, sob 

agitação mecânica, para construção de um diagrama de fases. Durante o processo 

de titulação, os sistemas formados foram analisados visualmente e classificados 

como solução, dispersão opalescente e agregados. Após a titulação, foram 

calculadas as concentrações de QS e TPP obtendo-se pontos os quais foram 

utilizados na delimitação das diferentes regiões no diagrama de fases (CALVO et al., 

1997; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007). A região de dispersão opalescente formada 

foi escolhida para ser estudada neste trabalho. 

  
3.2.2.4. Preparação de nanopartículas pela técnica de gotejamento manual 
e bomba peristáltica  

As nanopartículas foram preparadas por gelificação ionotrópica das dispersões 

de QS com soluções de TPP, de acordo com metodologia desenvolvida por Calvo et 

al. 1997. 

Diferentes volumes de solução de TPP (3, 6, 10, 15 e 30 mL) foram 

adicionados por gotejamento manual ou bomba peristáltica sobre a dispersão de QS 

no volume de 30 mL sob agitação mecânica a 390 rpm, temperatura ambiente (25°) 

e ao contrário, a dispersão de QS foi adicionada por gotejamento sobre a solução de 

TPP. Para o gotejamento por bomba peristáltica foi utilizada uma seringa com 

agulha 27.5g ½, acoplada a bomba. 
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3.2.3. Caracterização físico-química das nanopartículas 
 

3.2.3.1. Determinação do diâmetro médio e índice de polidispersidade 
(Pdl) das nanopartículas  

O diâmetro médio e o índice de polidispersidade das nanoparticulas sem 

DisBa-01 em dispersão e liofilizadas e das nanopartículas com DisBa-01 em 

dispersão foram analisados. O diâmetro médio e o índice de polidispersidade das 

nanoparticulas foram determinados através da técnica de espalhamento dinâmico de 

luz em comprimento de onda de 633 nm, a 25 ºC em um ângulo de 90º. Todas as 

amostras foram diluídas com água purificada antes de cada medida. As medidas 

foram feitas em triplicata com 10 determinações do diâmetro para cada uma das 

amostras (CSABA; KÖPING-HÖGGÅRD; ALONSO, 2010).  

 

3.2.3.2. Determinação do potencial zeta das nanopartículas  
O potencial zeta das nanopartículas em dispersão e liofilizadas e das 

nanopartículas com DisBa-01 em dispersão foram determinadas através da 

mobilidade eletroforética das amostras.  As análises foram realizadas em Analisador 

de partículas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments acoplado a um MPT  – Multi 

Purpose Titrator.  

A medição efetuada por este equipamento é baseada no efeito de Doppler, ou 

seja, na alteração da freqüência sofrida pela luz dispersa por uma partícula em 

movimento. A contagem dos fótons permite a elaboração de um espectro de 

freqüência a partir do qual o potencial zeta das partículas pode ser calculado.  

Para a realização das medidas do potencial zeta, as amostras foram diluídas 

em água purificada, analisadas em triplicata e foram feitas 10 determinações de 

potencial zeta para cada uma delas, calculando-se os valores médios e os 

respectivos desvios padrões (CSABA; KÖPING-HÖGGÅRD; ALONSO, 2010).  
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3.2.3.3. Determinação da morfologia das nanopartículas por Microscopia 
Eletrônica de Varredura (MEV) 

As análises morfológicas foram realizadas por MEV em modo alto vácuo, a 

uma pressão parcial no interior da câmara de 1,33 mbar. As amostras foram 

depositadas sobre suporte para microscopia eletrônica de varredura. O estudo foi 

feito após secagem e formação dos filmes das nanopartículas com e sem DisBa-01. 

Após formação do filme de nanopartículas, essas amostras foram depositadas sobre 

pino de alumínio e fixadas em cola de carbono. Seguidamente, as amostras 

tornaram-se condutoras por deposição de uma camada de carbono e foram 

posteriormente analisadas. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se um feixe 

de elétrons de 2.0 kV (CSABA; KÖPING-HÖGGÅRD; ALONSO, 2010). 

 

3.2.3.4. Caracterização física da QS, TPP e nanopartículas sem e com 
DisBa-01 por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier  

As amostras de QS, TPP, nanopartículas com e sem DisBa-01 foram 

analisadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier, 

utilizando pastilhas de  brometo de potássio (KBr). 

As amostras foram trituradas juntamente com KBr e os discos foram formados 

em prensa hidráulica . Os discos formados foram transferidos para o equipamento, e 

os espectros foram obtidos na região de 4000 – 400 cm–1. 

 

3.2.4.  Caracterização da DisBa-01 
 

3.2.4.1. Caracterização da DisBa-01 por espectroscopia de Dicroísmo 
Circular  

Os espectros de dicroísmo circular foram registrados utilizando-se um 

espectropolarímetro, acoplado a um sistema de controle de temperatura no 

Laboratório de Biofísica Molecular, Instituto de Física de São Carlos da Universidade 

de São Paulo (USP). Os espectros foram obtidos a 25 °C, na faixa λ de 190 a 250 

nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho óptico, em oito 

varreduras consecutivas por amostra. Foi empregada a velocidade de varredura de 
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50 nm.min-1 e tempo de resposta de 4 s. A largura de banda foi de 1 nm e a leitura 

de elipticidade realizada a cada 0,5 nm.  

As amostras analisadas foram a DisBa-01 em água purificada, DisBa-01 na 

solução de TPP e DisBa-01 nas nanopartículas. 

 

3.2.4.2. Avaliação do potencial zeta da DisBa-01 
O potencial zeta da DisBa-01 em água purificada (pH 6,8), tampão fosfato 

salino (pH 7,4), solução de TPP (pH 5,5) e dispersão de quitosana (pH 4,8) foram 

determinadas através da mobilidade eletroforética das amostras.  As análises foram 

realizadas em Analisador de partículas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments 

acoplado a um MPT  – Multi Purpose Titrator (CUN et al., 2011).  

Para a realização das medidas do potencial zeta as amostras foram 

analisadas em triplicata, com 10 determinações de potencial zeta para cada uma 

delas, calculando-se os valores médios e os respectivos desvios padrões.  

 

3.2.5.  Avaliação da eficiência de encapsulação e capacidade de incorporação 
de DisBa-01 nas nanopartículas 

A eficiência de encapsulação e a capacidade de incorporação da DisBa-01 

nas nanopartículas foram determinadas pela separação da proteína livre no 

sobrenadante daquelas incorporadas nas nanopartículas, através da técnica de 

filtração-ultracentrifugação utilizando um filtro Amicon Ultra15 (Millipore) com 

tamanho de 30 kDa.  

Foram utilizados 5 mL das amostras de nanopartículas com DisBa-01 que 

foram centrifugadas a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi 

liofilizado e ressuspendido em água purificada e transferido para placas contendo 16 

poços, onde 2 mL de reagente BCA (ácido bicinchônico) foram adicionados sobre 

200 µL do sobrenadante e analisados por espectrofotometria de ultravioleta-vísivel a 

562 nm. O método BCA combina a redução do cobre (Cu+2 em Cu+1) pela proteína 

em um meio alcalino utilizando um reagente contendo ácido bicinchônico resultando 

na formação de uma coloração púrpura. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
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Para determinação da eficiência de encapsulação foi construída uma curva 

padrão de soro albumina bovina (BSA) a partir da solução estoque de 1 mg.mL-1. A 

BSA foi utilizada como proteína padrão para a determinação da DisBa-01 nas 

nanopartículas (DUDHANI, KOSARAJU, 2010).  

A capacidade de incorporação (CI) e eficiência de encapsulação (EE) foram 

calculadas através das equações 4 e 5, respectivamente. Todas as análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

� � 100% 

�

�
asliofilizadulasnanopartíc

livreproteínadaãoconcentraçproteínadetotalãoconcentraç
CI  (4) 

 

� � 100% 

�

�
proteínadetotalãoconcentraç

livreproteínadaãoconcentraçproteínadetotalãoconcentraç
EE  (5) 

 

3.2.5.1. Avaliação de métodos diferentes de incorporação da DisBa-01 nas 
nanopartículas 

Para o preparo das nanopartículas contendo DisBa-01 foram avaliados dois 

métodos de incorporação. O método A, consistiu em incorporar 150 µg.mL-1 na 

dispersão de QS em 0,1 M de ácido acético, em seguida, gotejar o TPP sob agitação 

mecânica no volume de 5 mL. O método B consistiu na utilização das mesmas 

concentrações de QS e 150 µg.mL-1 de DisBa-01 foram adicionados na solução de 

TPP e gotejados sobre as soluções de QS (figura 8). Estes métodos foram avaliados 

e calculados através da eficiência e capacidade de incorporação (Eq. 4 e 5).  
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Figura 8. Representação dos métodos de incorporação da DisBa-01 nas nanopartículas 
empregadas. 

 
Adaptado de KIM; KANG, 2008. 

 

3.2.6.  Avaliação da mucoadesão das nanopartículas 
A mucosa nasal suína foi obtida de porcos domésticos de matadouros locais. 

A metodologia utilizada para remoção foi adaptada de Fransén, Bjork, Edsman 

(2008), onde a cabeça foi separada do animal por uma incisão ao longo do septo 

nasal. O transporte até o laboratório foi realizado em caixa refrigerada. Antes do 

início do experimento, a mucosa nasal foi cuidadosamente removida das conchas 

nasais e durante todo o experimento foi mantida em solução salina resfriada. 
A determinação da força mucoadesiva das nanopartículas foi realizada em um 

analisador de textura, que mede a força aplicada na remoção da formulação a partir 

de uma membrana modelo, para isso foi utilizada mucosa nasal suína (BRUSCHI et 

al., 2007). As amostras foram fixadas a uma sonda cilíndrica (10 mm de diâmetro) 

com fita adesiva dupla face, enquanto que a mucosa nasal foi fixada a uma 

plataforma de acrílico em banho-maria a 32 °C, que é a temperatura da cavidade 

nasal. As nanopartículas foram comparadas com padrões mucoadesivos conhecidos 

na literatura que são carbopol 974 (C974), carbopol 971 (C971) e policarbofil (PP) 

(THIRAWONG et al., 2007). A figura 9 demonstra o equipamento utilizado nas 

análises e a figura 10 demonstra o esquema do processo do teste mucoadesivo. 
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Figura 9. Analisador de textura: 1 – probe 
onde os polímeros compactados e em pó 
foram fixados, 2 – anel de mucoadesão, 3 
– banho a 32 ºC e 4 – aquecedor. (b) anel 
de mucoadesão usado para prender a 
mucosa nasal. 

 Figura 10. Esquema da metodologia para 
análise da mucoadesão das nanopartículas.  

 
Adaptado de THIRAWONG et al., 2007. 

 

 

 

A mucosa nasal foi hidratada durante 30 s em fluído nasal simulado (pH 6.0-

6.5) composto de 8 % (p/v) de mucina (Sigma-Aldrich) 7,45 mg.mL-1 NaCl; 1,29 

mg.mL-1 KCl e 0,32 mg.mL-1 CaCl2.2H2O (MELON, 1968 apud CALLENS et al., 

2003) antes do início do teste. A sonda foi movida para baixo a uma velocidade de 

0,5 mm.s-1 para entrar em contato com a mucosa nasal suína em que foi avaliada a 

força adesiva das nanopartículas e padrões mucoadesivos. O ensaio teve por 

objetivo simular a mucoadesão das nanopartículas sobre a mucosa nasal, os tempos 

de contato testados foram de 30 s, 60 s e 120 s.  

A partir dos resultados obtidos, foi construída a curva força-distância 

utilizando o software Texture Exponent Lite, em que foram obtidos o trabalho de 

adesão (BRUSCHI et al., 2007) e a força de destacamento (HÄGERSTRÖM, 2003). 

Todos os ensaios foram realizados em septuplicata. 

 

3.2.7.  Avaliação da viabilidade celular de células K-562 e HUVEC pela técnica 
de MTT      

Os ensaios de viabilidade foram feitos utilizando as células K-562 (ATCC nº 

CCL-243; de leucemia mieloide crônica) e HUVEC (ATCC n° PCS-100-010 de 

células endoteliais de cordão umbilical), estes ensaios foram realizados no 
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Laboratório de Imunologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas da 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, Araraquara. 

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na 

capacidade das células viáveis de clivar o anel tetrazólico presente no sal de MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio) pela ação de enzimas 

desidrogenases presentes na mitocôndria ativa, formando cristais de formazana 

(MOSMANN, 1983). 

A uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano foram distribuídos 100 µL 

por cavidade das suspensões de células K-562 ou HUVEC utilizando com “coating” 

fibronectina e vitronectina, as células foram ajustadas à concentração de 5x105 

células/mL em meio de cultura IMEM-completo, denominado IMEM-C, composto de 

Meio Essencial Mínimo de Dubelcco Modificado por Iscove, contendo: 10% de soro 

fetal bovino, 50 U.mL-1 de penicilina, 0,1 µg.mL-1 de estreptomicina e 0,25 µg.mL-1 de 

anfotericina. Nestas placas foram adicionados 100 �L de DisBa-01 (DB), 

nanopartículas sem DisBa-01(NPQS) e nanopartículas com DisBa-01 (NPDB) nas 

concentrações de 200  nM, 500 nM, 1000 nM e 2000 nM, em diluição seriada, em 

meio IMEM-completo. O controle negativo foi apenas meio de cultura e o tampão 

fosfato salino (PBS) foi considerado como controle positivo visto que as células e 

amostras estavam diluídas nesse tampão, sendo consideradas 100% de viabilidade.  

 O experimento foi repetido três vezes em ocasiões diversas em triplicata. As 

placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa contendo tensão constante de 5 

% de CO2. A seguir, foram adicionados 20 μL de uma solução concentrada de MTT 

(5 mg.mL-1 e meio IMEM-incompleto) em cada cavidade. Em seguida as placas 

foram incubadas por 3 horas em estufa a 37 ºC, com tensão de 5 % de CO2. Após 

esse procedimento, as placas foram centrifugadas a 800 xg por 10 minutos a 10 °C 

em centrífuga refrigerada. Os sobrenadantes foram retirados por aspiração com 

auxílio de uma micropipeta e descartados e as células foram tratadas com 100 µL de 

isopropanol para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da 

densidade ótica foi determinada em espectrofotômetro em UV/visível a 540 nm com 

filtro de referência de 620 nm.  

A análise estatística foi realizada utilizando método de análise de variância 
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(ANOVA), seguido pelo teste t-Student na versão de comparações múltiplas de 

Tukey-Kramer. Valores de p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

3.2.7.1. Avaliação da inibição da adesão de células K-562 e HUVEC 
Os ensaios de inibição da adesão foram feitos utilizando as células K-562 

(ATCC nº CCL-243; de leucemia mieloide crônica) e HUVEC (ATCC n° PCS-100-

010 de células endoteliais de cordão umbilical), estes ensaios foram realizados no 

Laboratório de Imunologia Clínica do Departamento de Análises Clínicas da 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho, Araraquara. 

Para o ensaio de inibição da adesão celular foram utilizadas 5x105 células de 

linhagem celular de K-562 e HUVEC em placas de 96 poços previamente cobertos 

com fibronectina e vitronectina, respectivamente. As proteínas adesivas fibronectina 

e vitronectina foram selecionadas por serem proteínas adesivas que ajudam as 

células tumorais a aderirem a matriz extracelular. A fibronectina apresenta afinidade 

pelas integrinas α5β1 expressas em células K-562 e a vitronectina apresenta 

afinidade pela integrina αvβ3 expressa em células HUVEC.  

Nestas placas foram adicionadas DisBa-01, DisBa-01 em nanopartículas e 

nanopartículas nas concentrações de 200 nM, 500 nM, 1000 nM e 2000 nM e 

incubadas por 30 minutos a 37ºC e 5% CO2. Após a lavagem dos poços com o 

tampão de adesão as células foram ressuspendidas em 240 µL de meio de cultura 

para adesão e 100 µL das suspensões de células foram transferidas para placas em 

duplicata e centrifugadas a 410 xg por 2 minutos a 4° C e incubadas por 1 hora a 

37ºC e 5% CO2. Os poços recobertos por fibronectina e/ou vitronectina em tampão 

fosfato salina (PBS) que só receberam as células sem a DisBa-01 foram chamados 

de controle positivo de adesão, e como controle negativo, os poços que receberam 

somente PBS e 2% de BSA. 

O conteúdo dos poços foi descartado e lavado com tampão de adesão e a 

capacidade de inibição da adesão foi avaliada pelo método colorimétrico cristal 

violeta em espectrofotômetro a 570 nm (KAUSKOT et al., 2008; RAMOS et al., 

2008).
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Caracterização da quitosana  
 

4.1.1. Determinação do grau de desacetilação da quitosana 
O grau de desacetilação (GD) é uma característica importante, pois determina 

a quantidade de grupos amino protonados (-NH3
+) na cadeia polimérica da QS. 

Quanto maior a quantidade destes grupos, maior será a repulsão eletrostática entre 

as cadeias e maior a solvatação em água, já que a QS é insolúvel em água e solúvel 

em ácidos orgânicos como o ácido acético resultando em soluções viscosas 

(MATHUR; NARANG, 1990). A presença dos grupos amino protonados permite que 

a QS interaja eletrostaticamente com TPP e proteínas, além de permitir interação 

eletrostática com a mucina presente no muco nasal, o que é importante para este 

trabalho. O método utilizado para determinação do GD da QS foi o de primeira 

derivada por espectroscopia na região do ultravioleta. Este método permite uma 

análise simples e rápida, pois não sofre influência de impurezas (TAN et al., 1998). 

A determinação do método de primeira derivada foi através da regressão 

linear da reta obtido pela curva analítica de NAG em solução de ácido acético a 0,01 

mols.L-1 (Figura 11): 

 
Figura 11. Curva analítica de primeira derivada de NAG a 204 nm.  
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Com a regressão linear da primeira derivada de NAG obteve-se um r2 = 

0,9985, indicando a linearidade da curva. Quando concentrações diferentes de ácido 

acético são analisadas (0,01; 0,02 e 0,03 µg.mL-1) utilizando a água como branco, 

observa-se a convergência de todos os espectros para um ponto comum em 204 

nm, chamado de ponto isosbéstico, que corresponde ao comprimento máximo de 

absorção da NAG, tornando sua determinação independente da concentração de 

ácido acético. 

Os espectros de primeira derivada de NAG e ácido acético estão na figura 12. 

 
Figura 12. Espectro de primeira derivada de soluções de NAG em diferentes concentrações 
(µg.mL-1) em ácido acético a 0,01 mols.L-1 na região do UV em 204 nm. 

 
 

O GD da QS foi calculado de acordo com a equação (1) e o valor do GD da 

QS empregada é de 78,5%, o que condiz com o descrito pelo fabricante para QS de 

baixo peso molecular. Este resultado demonstra que a QS utilizada no 

desenvolvimento das nanopartículas apresenta uma porcentagem elevada de 

grupos amino livres para interagir com TPP e a mucosa nasal. 

 

4.1.2. Determinação da massa molar da QS por microviscosimetria 
A determinação da massa molar da QS foi obtida pelo cálculo da viscosidade 

intrínseca, primeiramente calculada a viscosidade relativa, específica e reduzida. A 
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viscosidade relativa da solução representa a razão entre a viscosidade da solução e 

a do solvente, e a diferença entre elas fornece a viscosidade específica. A 

viscosidade aumenta com a concentração de soluto e a relação entre a viscosidade 

específica e a concentração é chamada viscosidade reduzida (RICHARDS, 1980). 

 A tabela 3 abaixo apresenta os valores de viscosidade relativa, específica e 

reduzida para soluções de QS. 

 
Tabela 3. Valores de viscosidade relativa, específica e reduzida das soluções de QS. 

C (g.mL-1) Tempo de escoamento (s) ƞRel ƞsp ƞred 

0,001 18,338 1,27670 0,276709 2,76708 

0,00125 19,997 1,39210 0,392109 3,13686 

0,0015 21,837 1,52045 0,520460 3,46973 

0,002 24,950 1,73700 0,737008 3,68504 

0,003 31,305 2,17966 1,179668 3,93222 

 

 A viscosidade intrínseca está relacionada as dimensões moleculares (volume 

hidrodinâmico) de cadeias poliméricas isoladas. A determinação da viscosidade 

intrínseca é um dos métodos simples para a verificação da massa molar dos 

polímeros, além de permitir a obtenção de informações referentes às interações 

polímero-solvente (TAGER, 1978). 

 Quando em dispersão os polímeros como a QS apresentam entrelaçamentos 

entre as cadeias poliméricas que tornam-se limitados com a adição de água devido 

a viscosidade da solução aumentar linearmente com o aumento da concentração do 

polímero, portanto, as sobreposições das cadeias tornam-se mais importantes e a 

viscosidade relativa da solução aumenta significativamente com a concentração, o 

que é possível observar na tabela 3. 

A Figura 13 apresenta a relação entre a concentração (C ) e viscosidade 

reduzida (
C

sp

), usada para a determinação da viscosidade intrínseca ( � 	
 ). 
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Figura 13. Relação entre a concentração (C ) e viscosidade reduzida (
C

sp

), usada para a 

determinação da viscosidade intrínseca ( � 	
 ). 
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Foi obtido um coeficiente de ajuste, r2 igual a 0,9150, demonstrando uma boa 

linearidade dos dados experimentais obtidos. A massa molar (MM) média da QS foi 

calculada pela equação de Mark-Houwink (Eq. 3), cujo valor da � 	
  encontrado foi de 

2,470 g.mL˗1. Os valores de K e α utilizados foram de 1,81.10˗3 g.mL˗1
 
e 0,93, 

respectivamente, para um sistema solvente constituído de ácido acético 0,1 M e 

cloreto de sódio 0,2 M. O valor da MM média da QS encontrada foi de 235.000 

g.mol˗1.  

 

4.1.3. Efeito do pH e da condutividade na reticulação da QS com 
tripolifosfato de sódio 

A QS tem pKa = 6,3,  é policatiônica quando dissolvida em meio ácido e 

apresenta grupos amino protonados (NH3
+). O TPP (Na5P3O10) dissolvido em água 

dissocia-se tanto em íons hidroxila quanto tripolifosfórico. 

 A reticulação da QS é dependente da disponibilidade dos sítios catiônicos e 

as espécies carregadas negativamente. Assim o pH da solução de TPP (0,1 % m/v) 
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desempenha um papel significativo na reticulação da QS. Portanto, duas diferentes 

condições de pH 5,5 e 9,0 de TPP (0,1 % m/v) foram utilizados para obtenção de 

nanopartículas reticuladas com QS.  

Quando o pH do TPP foi ajustado para 5,5, há predomínio de cargas 

negativas dos íons fosfórico. No entanto, em pH 9,0, ambos os íons hidroxila e 

fosfórico apresentam carga e podem competir uns com os outros para interagir com 

grupos amino da QS. 

 Os estudos de condutividade foram realizados para avaliar o efeito do pH em 

relação as mudanças relativas de espécies iônicas, refletindo a natureza da 

reticulação com a mudança no pH do TPP. 

Inicialmente a QS foi solubilizada em solução de ácido acético 0,1 M (pH 

3,10), em que grupos amino livre ficaram hidratados. A adição de TPP em pH 5,5 

promoveu a interação dos íons fosfórico com os grupos amino da dispersão de QS 

levando a uma diminuição da condutividade que pode ser observado na figura 14. 

 
Figura 14. Efeito do pH da solução de TPP sobre a condutividade durante a reticulação da 
QS (0,3 % m/v) com TPP. 
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Com a adição em excesso de TPP, todos os grupos amino ficaram saturados 

com íons fosfóricos e o aumento da condutividade se deu após 0,034 mg.mL-1 de 
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TPP (pH 5,5). Após o ponto de equivalência houve um aumento da condutividade 

devido ao aumento de íons H+. O processo é denominado de reticulação iônica. 

Quando o pH da solução de TPP foi elevado para pH 9,0 e este adicionado a 

dispersão de QS, houve a diminuição da condutividade que foi observada até a 

adição de 0,042 mg.mL-1 de TPP como pode ser observado na figura 14. Como dito 

acima, o TPP em pH 9,0, tanto os íons hidroxila quanto fosfórico estão presentes e 

competem entre si para interagir com os grupos amino da QS (DUDHANI; 

KOSARAJU, 2010), portanto os íons hidroxila estão ligados aos grupos amino 

desprotonados. 

O pH do sistema nanoparticulado foi monitorado após a adição de TPP em 

diferentes pH (5,5 e 9,0). É possível notar que a adição de TPP em pH 9,0 promove 

alteração do pH do sistema, enquanto que o pH do sistema se manteve inalterado 

no caso da reticulação com TPP pH 5,5, observado na figura 15. Assim, a 

reticulação foi efetuada por desprotonação quando o pH do TPP é 9,0, enquanto o 

complexo QS - TPP em pH 5,5 foi formado pela interação iônica da QS, carregada 

positivamente com os íons fosfórico negativos. Portanto o mecanismo de reticulação 

da QS - TPP pode ser tanto por desprotonação ou interação iônica (LAM et al., 

2006). 

 
Figura 15. Curva de titulação: efeito do pH do TPP. 
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Estudos mostram que a estabilidade de suspensões nanoparticuladas podem 

ser obtidas mediante o monitoramento do pH em função do tempo. A alteração do pH 

pode ser indício de degradação do polímero (SCHAFFAZICK et al., 2003a) e podem 

levar ao aumento do tamanho médio das nanopartículas, isso pode ocorrer devido ao 

aumento da insolubilidade da QS com o aumento nos valores de pH. Com o 

aumento da insolubilidade, a QS começa a agregar-se na suspensão, promovendo o 

aumento nos valores de diâmetro das nanopartículas, por isso a importância do 

monitoramento do pH.  

Portanto o pH da solução de TPP escolhido para o preparo das nanopartículas 

foi o pH 5,5, o qual não apresentou variações após adição de TPP sobre a dispersão 

de QS. 

 

4.2. Desenvolvimento das nanopartículas 
 

4.2.1. Diagrama dos sistemas formados 
Estes estudos foram realizados a fim de identificar as melhores 

concentrações de QS e TPP mais adequadas para a formação das nanopartículas 

através da técnica de gelificação ionotrópica. As misturas resultantes foram 

classificadas visualmente como solução (S), região em que não há formação de 

nanopartículas, dispersão opalescente (DO), que é a região de interesse e com 

maior probabilidade de formação das nanopartículas, e agregado (A), região no qual 

se observa uma grande massa precipitada, como observado na figura 16. 

 
Figura 16. Classificação visual das amostras em (a) solução, (b) dispersão opalescente e 
(c) agregados. 

 

a) b) c) 
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Após o cálculo das concentrações finais das dispersões, foi construído um 

diagrama de fases em função da concentração de cada componente como 

observadas na figura 17, e delimitadas as diferentes regiões formadas.  
 

Figura 17. Diagrama de fase dos sistemas formados e determinação das regiões de solução 
(S), dispersão opalescente (DO) e agregados (A). 
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Na região classificada como agregados há grande quantidade de TPP e 

excesso de grupos fosfato. Em concentrações acima de 1,25 mg.mL-1 é possível 

observar formação de sistema opaco devido a formação de agregados, como os 

grupos amino estão ligados, o excesso de grupos fosfato livres levam a formação de 

agregados e também ao contrário, o excesso de grupos amino livre devido ao 

excesso de QS levam a formação de agregados devido à ausência de ligações de 

todos os grupos fosfato o que nos mostra concentrações inadequadas para 

formação das nanopartículas.  

Na região de dispersão opalescente é possível observar as regiões de 

formação das nanopartículas (CALVO et al., 1997), que só é possível com 

concentrações especificas de QS e TPP (WU et al., 2005; XU; DU, 2003). A região 

classificada como DO obteve uma concentração entre 0,8- 3,33 mg.mL-1 de QS e 

0,25 - 0,85 mg.mL-1 de TPP em que houve formação de nanopartículas. 



Resultados e Discussão  57 
 
 

________________________________________________________________ 
Charlene Priscila Kiill 

A região classificada como solução apresenta concentração de QS entre 0,9 e 

4,5 mg.mL-1 e 0,2 e 0,8 mg.mL-1 de TPP, sendo assim, as concentrações entre QS e 

TPP não apresentam-se adequadas para formação de nanopartículas, pois 

apresenta uma alta concentração de QS e baixa concentração de TPP, com isso 

nem todos os grupos amino da QS ligam-se aos grupamentos fosfato, 

permanecendo muitos grupos amino livres não promovendo a reticulação e 

formação das nanopartículas. 

 Quando a concentração do TPP é muito baixa, ocorrem principalmente 

cadeias distendidas de QS (Figura 18A). Quando a quantidade de TPP é suficiente 

para promover o enovelamento das cadeias de QS, conseqüentemente ocorre a 

formação de nanopartículas (Figura 18B). Quando a quantidade de TPP é maior do 

que a quantidade estequiométrica para neutralização das cargas positivas da cadeia 

de QS, podendo formar micropartículas (SILVA, 2006). 

 
Figura 18. (A) Estrutura química da QS, (B) reticulação da QS com TPP na formação das 
nanopartículas. 

 

 
Adaptado de BHUMKAR; POKHARKAR, 2006. 
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A Tabela 4 representa as concentrações entre QS e TPP estudada para 

obtenção das nanopartículas. 

 
Tabela 4. Estudo das concentrações finais adequadas de QS e TPP após formação das 
nanopartículas. 

QS 
(mg.mL-1) 

TPP 0,1 % (mg.mL-1) TPP 0,5 % (mg.mL1) 

0,009 0,0016 0,0025 0,0033 0,005 0,022 0,041 0,0625 0,0833 0,125 

0,01 S S  DO DO DO DO  A A 

0,04 S S DO DO DO DO DO A A A 

0,09 S S DO DO DO DO DO A A  

0,25 S S  DO DO DO DO  A A 
  

Na tabela acima é possível observar que a região de solução é formada em 

concentrações de QS de 0,01 a 0,25 mg.mL-1 e TPP 0,009 e 0,0016 mg.mL-1, nesta 

região a concentração de QS é maior que a de TPP, portanto este é solubilizado e 

não é suficiente para promover  a reticulação de toda a QS para formar as 

nanopartículas. 

Na região de DO foi identificada a formação de nanopartículas nas 

concentrações de 0,01 a 0,25 mg.mL-1  de QS e concentrações de 0,0025 a 0,041 

mg.mL-1 de TPP, esta região apresenta quantidades de TPP e QS suficientes para a 

formação das nanopartículas.  

A região de formação de agregados é observada somente com concentrações 

de TPP acima de 0,625 a 0,125 mg.mL-1, sendo que o excesso de TPP pode 

promover a formação de agregados. 

 

4.3. Caracterização físico-química das nanopartículas  
  

4.3.1. Distribuição granulométrica das nanopartículas  
O tamanho médio das nanopartículas e a distribuição do tamanho, medida 

pelo índice de polidispersão (Pdl), são parâmetros muito importantes na área de 

nanotecnologia farmacêutica.  
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O tamanho das nanopartículas depende de vários fatores como: método de 

preparação, natureza do material utilizado, peso molecular e concentração do 

polímero, características físico-químicas do fármaco encapsulado e a velocidade de 

agitação (LEGRAND et al., 1999). Em relação à estabilidade, o tamanho das 

nanopartículas é importante, pois pode evidenciar a tendência destes sistemas à 

agregação ao longo do tempo (SCHAFFAZICK et al., 2003b).  

O tamanho das partículas é de extrema importância quando se utiliza 

nanopartículas de QS como carreadores de proteínas que são absorvidos pela 

mucosa nasal. Se o tamanho das nanopartículas for muito grande, acima de 400 nm, 

a área superficial diminui e, a absorção também diminui. Se o tamanho da 

nanopartícula é muito pequeno, abaixo de 200 nm, as nanopartículas são facilmente 

removidas, porque torna-se impossível a fixação na mucosa nasal. Acredita-se que o 

tamanho apropriado para as nanopartículas seria entre 200-400 nm (KIM; KANG, 

2008).  

As nanopartículas de QS foram preparadas através de gelificação ionotrópica 

com solução de TPP com auxílio de bomba peristáltica e agitação mecânica. A 

tabela 5 apresenta a distribuição de diâmetro médio das nanopartículas obtidas no 

diagrama dos sistemas formados utilizando QS a 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5 % (m/v) e TPP a 

0,1 e 0,5 % (m/v). 

 
Tabela 5. Diâmetro médio, PdI e potencial zeta de todas as nanopartículas preparadas por 
bomba peristáltica. 

(continua) 

Amostra 
[QS]final 

(mg.mL˗1) 

[TPP]final 

(mg.mL˗1)  

Razão 
QS:TPP 

Diâmetro 
(nm) 

Pdl 
Potencial 
zeta (mV) 

NPQS1_9 0,9091 0,0909 10:1 304 ± 62,6 0,702 34,8 ± 2,09 

NPQS1_10 0,8333 0,1667 5:1 179 ± 19,4 0,372 35,0 ± 0,65 

NPQS1_11 0,6667 0,333 2:1 216 ± 38,1 0,453 19,9 ± 1,04 

NPQS1_12 0,5 0,5 1:1 1120 ± 220 0,886 18,1 ± 0,34 

NPQS1_13 0,9091 0,4545 2:1 318 ± 14,7 0,391 21,5 ± 1,52 
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Tabela 5. Diâmetro médio, índice de polidispersidade e potencial zeta de todas as 
nanopartículas preparadas por bomba peristáltica. 

(continuação) 

Amostra 
[QS]final 

(mg.mL˗1) 

[TPP]final 

(mg.mL˗1)  

Razão 
QS:TPP 

Diâmetro 
(nm) 

Pdl 
Potencial 
zeta (mV) 

NPQS1_14 0,8333 0,8333 1:1 2390 ± 509 0,695 17,8 ± 1,35 

NPQS1_15 0,6667 1,667 0,4:1 1740 ± 801 0,760 1,64 ± 0,73 

NPQS1_16 0,5 2,5 0,2:1 4030 ± 860 0,730 -5,15 ± 1,35 

NPQS2_17 1,818 0,090 20:1 1130 ± 605 0,664 28,0 ± 0,98 

NPQS2_18 1,667 0,1667 10:1 1250 ± 199 0,726 15,2 ± 1,71 

NPQS2_19 1,5 0,25 6:1 303 ± 1,70 0,35 30 ± 0,70 

NPQS2_20 1,33 0,33 4:1 455 ± 20,4 0,410 29,1 ± 1,79 

NPQS2_21 1 0,5 2:1 763 ± 337 0,641 3,76 ± 1,03 

NPQS2_22 1,818 0,45 4:1 354 ± 81,8 0,390 17,3 ± 2,59 

NPQS2_23 1,667 0,83 2:1 802 ± 472 0,656 4,79 ± 0,81 

NPQS2_24 1,5 1,25 1,2:1 1740 ± 1280 0,826 -15,6 ± 1,03 

NPQS2_25 1,33 1,667 0,8:1 3010 ± 1750 0,978 -13,4 ± 5,60 

NPQS2_26 1 2,5 0,4:1 1040 ± 323 0,746 -15,3 ± 4,12 

NPQS3_27 2,72 0,090 30:1 696 ± 569 0,628 28,8 ± 1,77 

NPQS3_28 2,5 0,16 15:1 286 ± 20,7 0,371 31,8 ± 2,40 

NPQS3_29 2,25 0,25 9:1 4873 ± 8,7 0,412 31,4 ± 3,21 

NPQS3_30 2 0,33 6:1 312 ± 2,87 0,39 38,6 ± 0,76 

NPQS3_31 1,5 0,5 5:1 891 ± 953 0,660 30,4 ± 2,76 

NPQS3_32 2,72 0,45 6:1 1840 ± 2200 0,746 26,5 ± 1,83 

NPQS3_33 2,5 0,83 3:1 1040 ± 706 0,732 1,28 ± 0,29 

NPQS3_34 2,25 1,25 1,8:1 1500 ± 366 0,868 -8,54 ± 3,02 

NPQS3_35 2 1,67 1,2:1 650 ± 439 0,594 -19,3 ± 8,14 
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Tabela 5. Diâmetro médio, índice de polidispersidade e potencial zeta de todas as 
nanopartículas preparadas por bomba peristáltica. 

 (conclusão) 

Amostra 
[QS]final 

(mg.mL˗1) 

[TPP]final 

(mg.mL˗1)  

Razão 
QS:TPP 

Diâmetro 
(nm) 

Pdl 
Potencial 
zeta (mV) 

NPQS5_1 4,545 0,0909 50:1 353 ± 91 0,529 45,43 ± 4,56 

NPQS5_2 4,1667 0,1667 25:1 270 ± 20,3 0,423 44,4 ± 1,42 

NPQS5_3 3,333 0,333 10:1 280 ± 2,86 0,247 44,6 ± 0,25 

NPQS5_4 2,5 0,5 5:1 295 ± 6,96 0,29 39,5 ± 0,50 

NPQS5_5 4,545 0,4545 10:1 365 ± 3,22 0,332 47,9 ± 1,73 

NPQS5_6 4,1667 0,8333 5:1 896 ± 160 0,583 39,6 ± 0,44 

NPQS5_7 3,333 1,667 2:1 751 ± 145 0,761 16,7 ± 5,71 

NPQS5_8 2,5 2,5 1:1 815 ± 162 0,655 3,09 ± 0,50 

 

 Para a continuação dos estudos foram selecionadas as nanopartículas 

NPQS2_19, NPQS3_30 e NPQS5_3, encontradas na região de DO. Todas as 

nanopartículas selecionadas apresentaram diâmetro médio entre 200 e 400 nm e 

índice de polidispersidade menor que 0,4, o que garante a homogeneidade do 

sistema formado. Além disso, foram escolhidas nanopartículas com diferentes 

concentrações de QS, sendo possível avaliar a influência da concentração de QS. 

As nanopartículas selecionadas para posteriores caracterizações e incorporação da 

DisBa-01 serão nomeadas de NPQS2, NPQS3 e NPQS5, sendo que os números 

representam a concentração de QS. Quando DisBa-01 for incorporada serão 

nomeadas de NPQS2-DB, NPQS3-DB e NPQS5-DB. 

 

4.3.2. Comparação dos métodos de preparo das nanopartículas por 
determinação do diâmetro médio e PdI  

Em ambos os métodos de obtenção das nanopartículas, tanto por 

gotejamento por bomba peristáltica quanto por gotejamento manual, foram utilizadas 
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as mesmas quantidades de TPP 0,1 % (m/v) e QS nas concentrações de 0,2 % 

(NPQS2); 0,3 % (NPQS3) e 0,5 % (NPQS5) (m/v).  

Ao fazermos a adição lenta do TPP com auxílio da bomba peristáltica há uma 

redução no diâmetro médio das partículas, promovendo a diminuição do índice de 

polidispersidade, indicando a formação de um sistema mais homogêneo, o que pode 

ser visualizado na figura 19. 

 
Figura 19. Comparação dos diâmetros médios (colunas) e índice de polidispersidade 
(linhas) das nanopartículas obtidas pelo processo de gelificação ionotrópica. 
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Quando TPP é adicionado lentamente, o meio reacional dispõe de tempo 

maior para o arranjo ordenado das cadeias poliméricas de QS e este arranjo mais 

ordenado, possibilita a obtenção de nanopartículas menores. A adição lenta do TPP 

favoreceu sua difusão no interior das cadeias de QS, favorecendo a interação entre 

o TPP e a QS tornando as nanopartículas menores.  

Por outro lado, a adição rápida do TPP dificultou sua difusão, o que ocorre 

com gotejamento manual. A adição rápida promoveu a reticulação da superfície da 

nanopartícula dificultando a interiorização do TPP, conseqüentemente, com o interior 

menos reticulado, às cadeias de QS permanecem mais estendidas e as 

nanopartículas obtidas são maiores (SILVA, 2006). 
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Foi possível observar que as nanopartículas preparadas com auxílio da 

bomba peristáltica apresentaram índice de polidispersidade entre 0,3 e 0,4, que 

aumenta significativamente (p < 0,05) quando as nanopartículas são preparadas 

com adição manual de TPP (Pdl > 0,6), evidenciando a formação de sistemas 

heterogêneos. Portanto, a utilização da bomba peristáltica e agitação mecânica 

permitiram a obtenção de sistemas mais homogêneos. Em razão disso, optou-se por 

realizar todos os ensaios com as nanopartículas preparadas somente com auxílio da 

bomba peristáltica garantindo assim que o sistema formando seja homogêneo para 

a incorporação da DisBa-01. 

A nanopartícula NPQS2, apresentou diâmetro médio de 303 nm ± 1,70 nm e 

índice de polidispersidade de 0,39. A nanopartícula NPQS3, o diâmetro médio ficou 

entre 312 nm ± 2,87 nm, e o índice de polidispersidade foi de 0,35. Por fim, a 

nanopartícula NPQS5, o diâmetro médio desta amostra foi de 280 nm ± 2,16 nm e o 

índice de polidispersidade foi de 0,24, o que indica que todas as amostras são 

monodispersas e a distribuição de tamanho é homogênea (Tabela 6).  

 
Tabela 6. Diâmetro médio e PdI das nanopartículas pelo processo de gelificação 
ionotrópica. 

Nanopartículas 
Diâmetro médio (nm) das 

nanopartículas sem DisBa-01 
Pdl 

NPQS2 303 ± 1,70 0,39 

NPQS3 312 ± 2,87 0,35 

NPQS5 280 ± 2,16 0,24 

 

O baixo peso molecular da QS influência o diâmetro médio das 

nanopartículas, isso pode ser explicado pela diminuição da viscosidade e 

simultaneamente pela habilidade da QS de baixo peso molecular de formar 

estruturas menores, estes resultados estão de acordo com resultados anteriores de 

nanopartículas de QS preparadas por gelificação ionotrópica (JANES; ALONSO; 

2003).   
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4.3.3. Determinação do potencial zeta das nanopartículas  
O potencial zeta das nanopartículas também foi avaliado, uma vez que ele 

influencia na estabilidade das dispersões coloidais. Um valor em módulo de 

potencial zeta entre |30 - 60 mV| é considerado importante para a estabilidade das 

nanopartículas, uma vez que as forças repulsivas evitam agregações entre as 

nanopartículas em dispersão (LEGRAND et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003a).   

As nanopartículas NPQS2, NPQS3 e NPQS5 obtidas tanto por gotejamento 

com bomba peristáltica quanto por gotejamento manual foram analisadas quanto ao 

potencial zeta.  

Observamos na figura 20 que quando as nanopartículas foram preparadas 

por gotejamento manual, há uma diminuição significativa do potencial zeta (p < 0,05) 

quando comparado com as nanopartículas preparadas com a bomba peristáltica. 

Para nanopartículas preparadas por gotejamento manual, os valores de potencial 

zeta estão abaixo de +30 mV, sendo assim as nanopartículas formadas não 

apresentam forças repulsivas superficiais suficientes para evitar que elas se 

agreguem o que pode levar a desestabilização do sistema formado. 

 
Figura 20. Comparação das técnicas de obtenção das nanopartículas através do potencial 
zeta. 
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Assim a técnica de gotejamento através da bomba peristáltica se mostrou 

eficiente na obtenção das nanopartículas, pois os valores de potencial zeta 

apresentaram-se acima de +30 mV em todas as concentrações de QS utilizadas, 

indicando que as nanopartículas formadas são estáveis. 

Os resultados obtidos do potencial zeta das nanopartículas, com valores 

elevados e positivos pode favorecer a interação das nanopartículas com a mucosa 

nasal. É interessante que as nanopartículas apresentem essa carga de superfície 

positiva, uma vez que a mucina, glicoproteína do muco, possui grupos siálicos de 

carga negativa e através das interações eletrostáticas entre eles é possível fazer 

com que a formulação permaneça mais tempo na mucosa nasal o que pode 

melhorar a absorção da DisBa-01.  

Podemos então concluir que o potencial zeta das nanopartículas apresentam 

diferenças estatísticas (p < 0,05), o que nos permite dizer que o aumento da 

concentração de QS afeta a carga de superfície das nanopartículas, na medida em 

que aumentamos a concentração de QS o potencial zeta das nanopartículas 

aumenta. 

 

4.3.4. Efeito da liofilização sobre as nanopartículas  
A liofilização é uma das técnicas mais utilizadas para produção de pós secos 

a partir de suspensões de nanopartículas a fim de aumentar a estabilidade química 

da amostra. Estudos relatam que a maior dificuldade em se produzir as 

nanopartículas é sua instabilidade em meio aquoso (CHACON et al.,1999), podendo 

ocorrer agregação e fusão das nanopartículas após um longo período de estocagem 

(AUVILLAIN et al., 1989). Diante disso, várias metodologias têm sido utilizadas para 

atenuar ou eliminar água que pode promover a instabilidade destes sistemas 

nanoparticulados por spray-drying (POHLMANN et al., 2002) e liofilização 

(AUVILLAIN et al., 1989; BOZDAG et al., 2005; HIRSJARVI; PELTONEN;  

HIRVONEN, 2009; SCHAFFAZICK et al., 2003a; SCHAFFAZICK et al., 2003b). No 

processo de liofilização o sistema é submetido a dois estresses importantes que 

podem afetar sua estabilidade física, o congelamento e a sublimação (MENDOZA et 

al., 2009). 
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A fim de verificar a influência da liofilização sobre as nanopartículas 

escolhidas para incorporação da DisBa-01, o diâmetro médio e potencial zeta foram 

avaliados antes e após o processo de liofilização das nanopartículas. 

Ao analisar a figura 21, é possível observar que as nanopartículas não 

liofilizadas apresentam diâmetro médio entre 200 e 400 nm, com valores de 

potencial zeta entre +30 mV e +50 mV, indicando a estabilidade das suspensões de 

nanopartículas.  

 
Figura 21. Efeito da liofilização sobre o diâmetro médio (colunas) e potencial zeta (linhas) 
das nanopartículas. 
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Quando as nanopartículas são submetidas ao processo de liofilização 

apresentam aumento no diâmetro médio, indicando a formação de sistemas 

heterogêneos, com diâmetros acima de 500 nm as quais não são interessantes para 

administração por via nasal, pois partículas grandes podem ser facilmente 

removidas da circulação sistêmica por células do sistema fagocitário mononuclear 

(KIM; KANG, 2008).  

O potencial zeta de todas as nanopartículas liofilizadas diminuiu 

significativamente (p < 0,05), o que indica que a liofilização pode ter promovido a 
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agregação das nanopartículas, isso se deve ao maior contato destas nanopartículas 

durante o congelamento (estado sólido) levando a diminuição da densidade das 

cargas superficiais que permitem que as nanopartículas mantenham-se estáveis.  

Uma alternativa muito utilizada para garantir que as nanopartículas possam 

ser liofilizadas permitindo assim que a estabilidade do sistema e da proteína 

incorporada seja mantida é a utilização de crioprotetores. Dentre os crioprotetores 

mais comuns na literatura estão os açúcares tais como a trealose, sacarose, glicose, 

manitol (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2006). O efeito protetor destes 

constituintes pode ser atribuído à formação de uma matriz amorfa ao redor das 

nanopartículas, promovendo um espaçamento entre as mesmas, evitando assim, a 

agregação durante o congelamento, tornando-as redispersíveis e estáveis (SAEZ et 

al., 2000).  

Este ensaio demonstrou que a liofilização das nanopartículas de quitosana 

sem o uso de crioprotetores promove o aumento do diâmetro médio e a diminuição 

do potencial zeta, portanto a liofilização das nanopartículas deve ser realizada com o 

uso de crioprotetores que evitam a agregação e fusão das nanopartículas permitindo 

que sejam redispersíveis e continuem a ter o mesmo diâmetro obtido antes do 

processo de liofilização.  

 

4.3.5. Caracterização física da QS, TPP e nanopartículas por 
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier  

As amostras de QS, TPP e nanopartículas foram analisadas por 

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. 

O TPP apresentou suas bandas características na região de 1157 cm-1 

relacionado ao grupamento fosfato P=O e 904 cm-1 ao grupamento P-O-P (WU et 

al., 2005) e em 617 cm-1 aparecem as vibrações de deformação, como pode ser 

observado na figura 22. 
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Figura 22. Espectro de infravermelho do TPP. 

 
 

O espectro da QS apresenta banda em 3446 cm-1 do estiramento O-H 

sobreposta a de N-H que aumenta e desloca-se no espectro das nanopartículas de 

QS e passa a apresentar valores de 3427 cm-1, o que pode indicar a reticulação da 

QS com TPP através de ligações de hidrogênio que pode ser observado na figura 

23. 

 
Figura. 23. Espectros de infravermelho de QS (A), NPQS2 (B), NPQS3 (C) e NPQS5 (D). 
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Nos espectros das nanopartículas apresentados na figura 23 acima, as 

bandas em 1652 cm-1 e 1550 cm-1 do espectro da QS é modificada, e duas novas 

bandas surgem em 1635 cm-1-1560 cm-1, 1646 cm-1-1560 cm-1 e 1652 cm-1-1517 

cm-1 para NPQS2, NPQS3 e NPQS5, respectivamente. As bandas 1652-1553 cm-1 

correspondente a C=O e N-H e pode caracterizar a QS pura, enquanto que o 

alargamento dessas bandas pode caracterizar a formação das nanopartículas, 

indicando a interação entre a QS e o TPP (LAMEIRO et al., 2006). O aumento e 

deslocamento das bandas de amida II da NPQS5 de 1553 cm-1 para 1517 cm-1 pode 

indicar que a QS pode estar envolvida em ligações cruzadas com grupos fosfato do 

TPP.  

As bandas de absorção em 1064 cm-1, 1076 cm-1 e 1041 cm-1, e das 

nanopartículas NPQS2, NPQS3 e NPQS5, respectivamente, apresentam vibrações 

envolvendo o estiramento C-O que é característico da estrutura sacarosídica da QS. 

As pequenas bandas em 894 cm-1 e 1210 cm-1 presente na NPQS5 e as 

bandas em 894 cm-1 e 1151 cm-1 presentes na NPQS3 são característicos da 

estrutura do TPP podendo indicar a presença dele nas nanopartículas formadas. 

 Os espectros de infravermelho foram importantes, pois permitiram a 

caracterização química dos materiais utilizados neste trabalho, assim como elucidar 

os tipos de ligações químicas presentes nas nanopartículas. 

 

4.4. Caracterização da DisBa-01  
 

4.4.1. Espectroscopia de Dicroísmo Circular  
Os espectros de dicroísmo circular obtidos serviram para auxiliar na 

identificação da estrutura da DisBa-01 após a sua incorporação nas nanopartículas. 

Se não houver diferenças significativas, pode-se afirmar que a incorporação da 

DisBa-01 na solução de TPP 0,1% (m/v) e nas nanopartículas não altera a 

conformação da proteína (SREERAMA; VENYAMINOV; WOODY, 2001; 

SREERAMA; WOODY, 2000).  

As amostras DisBa-01 solubilizada em água purificada e solubilizada em 

solução de TPP 0,1 % (m/v), e incorporadas assim como no desenvolvimento das 
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nanopartículas. O espectro de dicroísmo circular da DisBa-01 em água mostra uma 

banda negativa intensa em 200 nm, semelhante aos espectros de proteínas 

desordenadas (LUCCA; HANSEN; OLIVA, 2006), (Figura 24). 

 
Figura 24. Espectroscopia de dicroísmo circular de DisBa-01 em água. 

 
 

A incorporação da DisBa-01 na solução de TPP 0,1 % (m/v), não alterou a 

estrutura desordenada da DisBa-01 e o espectro de dicroísmo permaneceu com o 

mesmo pico negativo próximo de 200 nm, como observado na figura 25. 

 
Figura 25. Espectroscopia de dicroísmo circular de DisBa-01 em solução de TPP. 
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A análise dos espectros de dicroísmo da DisBa-01 nas nanopartículas não foi 

possível devido à presença de bandas de amida presentes na estrutura da QS que 

são cromóforos e podem ser detectadas pelo espectro de dicroísmo circular na 

região de absorção da DisBa-01, sendo assim a presença dessas bandas nas 

nanopartículas interfere no espectro de dicroísmo não sendo possível identificar a 

presença de DisBa-01.  

 
4.4.2. Avaliação do potencial zeta da DisBa-01 

A avaliação do potencial zeta foi realizado com o objetivo de verificar a 

estabilidade da DisBa-01 em água purificada, tampão fosfato salino (PBS), TPP 

0,1% e QS 0,3% com diferentes valores de pH.  

O ponto isoelétrico da DisBa-01 é 6,3 (PONTES, 2006; RAMOS, 2005) e o pH 

das nanopartículas está entre 4,8 e 5,5 devido ao pH de QS e TPP ser entre estes 

valores. Portanto quando o pH está abaixo do pI, a proteína  apresenta-se com 

carga superficial positiva e valores de potencial zeta elevados, o que determina a 

estabilidade de DisBa-01 tanto em QS quanto em TPP, como pode ser observado na 

tabela 7. 

 
Tabela 7. Potencial zeta de DisBa-01. 

Amostras Potencial Zeta (mV) 

DisBa-01 em água pH 6,8 -17,5 ± 2,10 

DisBa-01 em PBS pH 7,4 - 9,45 ± 0,39 

DisBa-01 em TPP 0,1% pH 5,5 +20,7 ± 2,08 

DisBa-01 em QS 0,3% pH 4,8 + 37,0 ± 3,64 

 

 Quando solubilizamos DisBa-01 em água ou PBS, estes meios apresentam 

valores de pH acima do pI da proteína, portanto as cargas negativas estão na 

superfície e podem ser evidenciadas pelo potencial zeta negativo, mostrado na 

tabela 7. 
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4.5. Caracterização físico-química das nanopartículas com DisBa-01 
 

4.5.1. Determinação do diâmetro médio e Pdl das nanopartículas com 
DisBa-01  

A tabela 8 apresenta o diâmetro médio e Pdl das nanopartículas após 

incorporação da DisBa-01. 

 
Tabela 8. Diâmetro médio e PdI das nanopartículas com DisBa-01. 

Nanopartículas 
com DisBa-01 Diâmetro médio (nm)  Pdl  

NPQS2 364,5 ± 14 0,40 

NPQS3 302,7 ± 4 0,41 

NPQS5 644 ± 12 0,54 
 

Na nanopartícula NPQS2, observamos que antes da incorporação de 150 

µg.mL-1 de DisBa-01 as nanopartículas apresentaram-se com diâmetro médio de 

303 nm ± 1,70 nm e índice de polidispersidade de 0,39 sendo caracterizado como 

sistema unimodal (figura 26). Após a incorporação da DisBa-01, o diâmetro médio 

passou para 364,5 nm ± 14 nm e o índice de polidispersidade aumentou para 0,40, 

porém o aumento do diâmetro e do índice de polidispersidade não alterou a 

homogeneidade do sistema formado após a incorporação da DisBa-01 nas 

nanopartículas.  
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Figura 26. Diâmetro médio das nanopartículas NPQS2 (___) e NPQS2-DisBa 01(---). 
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A nanopartícula NPQS3, apresentou um índice de polidispersidade de 0,35 e 

diâmetro médio de 312 nm ± 2,87 nm indicando que a distribuição granulométrica é 

homogênea (Figura 27), após a incorporação da DisBa-01 o sistema apresentou um 

pequeno aumento no índice de polidispersão que passou para 0,41 e o diâmetro 

médio passou a ser de 302,7 nm ± 4 nm, observamos então que a incorporação da 

DisBa-01 não afetou a homogeneidade da nanopartícula formada. Ao comparar os 

diâmetros da NPQS3 com a NPQS3-DisBa-01 nota-se uma pequena diminuição no 

diâmetro médio que não é significativo. 
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Figura 27. Diâmetro médio das nanopartículas NPQS3 (___) e NPQS3-DisBa-01 (---). 
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A nanopartícula NPQS5 apresentou um diâmetro médio de 279 nm ± 2,16 nm 

e índice de polidispersidade de 0,24 (Figura 28) indicando a formação de um 

sistema unimodal. Após a incorporação da DisBa-01, foi possível observar que o 

diâmetro médio aumenta significativamente (p < 0,05) para 644 nm ± 12 nm e o 

índice de polidispersidade passa a ser de 0,54 promovendo a formação de um 

sistema heterogêneo. 
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Figura 28. Diâmetro médio das nanopartículas NPQS5 (___) e NPQS5-DisBa-01 (---). 
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A NPQS5, com maior concentração de QS, foi a que apresentou a formação 

de um sistema heterogêneo, caracterizado pelo aumento significativo do índice de 

polidispersidade (p < 0,05), não apresentado-se satisfatória para a administração 

nasal devido ao aumento significativo no diâmetro médio, porém os demais testes 

serão realizados para caracterizá-la melhor.  

As nanopartículas NPQS2 e NPQS3 não apresentaram diferenças no índice 

de polidispersidade (p > 0,05), o que evidencia que a incorporação da DisBa-01 

nessas nanopartículas não influenciou na distribuição granulométrica, determinando 

que as nanopartículas NPQS2 e NPQS3 podem ser potenciais sistemas para a 

administração nasal da DisBa-01. 

 

4.5.2. Determinação do potencial zeta das nanopartículas com DisBa-01  
Após a incorporação da DisBa-01 nas nanopartículas houve um aumento 

significativo no potencial zeta de todas as nanopartículas de QS, o que pode indicar 

que há uma carga adicional de DisBa-01 na superfície das nanopartículas formadas 

(Figura 29). 
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644 nm ± 12 nm 
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Figura 29. Potencial zeta das nanopartículas com e sem DisBa-01. 
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O potencial zeta da nanopartícula NPQS2 aumentou significativamente de 

+30 mV para +45.9 mV, assim como a NPQS3 que passou de +38.6 mV para +53.2 

mV, por fim, NPQS5 passou de +44.6 para +49.6.  

Neste sentido, é desejável que um sistema nanoestruturado apresente uma 

carga de superfície elevada, já que as forças repulsivas tendem a evitar agregação 

em função das colisões das nanopartículas.  Outro fator importante para as 

nanopartículas apresentarem cargas superficiais positivas é a interação com a 

superfície mucosal através das interações eletrostáticas com grupos siálicos 

presentes no muco, podendo facilitar a absorção da DisBa-01 através da promoção 

da reorganização estrutural das proteínas associadas às junções intercelulares 

(BRAVO-OSUNA et al., 2007). 

Como o ponto isoelétrico da DisBa-01 é 6,3 (PONTES, 2006; RAMOS, 2005) 

e o pH do sistema nanoparticulado formado está entre 4,8 e 5,5, abaixo do ponto 

isoelétrico (pI), a proteína  apresenta-se com carga superficial positiva, o que pode 

contribuir para o aumento do potencial zeta, isso também pode sugerir que há 
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DisBa-01 não incorporada ou na superfície das nanopartículas de QS, que será 

confirmado através da eficiência de incorporação da proteína. 

 

4.5.3. Caracterização física das nanopartículas com DisBa-01 por 
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier  

 O espectro de infravermelho das nanopartículas NPQS2, NPQS3 e NPQS5 

sem DisBa-01 apresentam bandas em 3427 cm-1 do estiramento O-H sobreposta a 

de N-H e alargado no espectro das nanopartículas NPQS3-DisBa-01 e NPQS5-

DisBa-01 que passa a apresentar valores de 3446 cm-1, o que pode indicar ligações 

de hidrogênio intra e intermoleculares da QS com a DisBa-01, possivelmente devido 

a presença de aminoácidos como a arginina, glicina e ácido aspartático presentes na 

estrutura da DisBa-01 ou devido a presença de grupamentos N-H e OH na estrutura 

desses aminoácidos contribuindo para um aumento do estiramento de O-H e N-H, 

observado na figura 30. 
 
Figura 30. Espectros de infravermelho da NPQS2 (A), NPQS2-DisBa-01 (B), NPQS3 (C), 
NPQS3-DisBa-01 (D), NPQS5 (E) e NPQS5-DisBa-01 (F). 
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Quando a DisBa-01 é incorporada nas nanopartículas há um alargamento nas 

bandas de amida I e II que passam a ser 1635 cm-1 - 1563 cm-1 para NPQS2-DisBa-

01 e 1637 cm-1 - 1553 cm-1 para NPQS3-DisBa-01 e NPQS5-DisBa-01. As bandas 

de amida I na região de 1620 cm-1 - 1640 cm-1 após a incorporação da DisBa-01 

pode indicar a presença de aminoácidos presentes na desintegrina como a arginina 

que apresenta bandas entre 1633 cm-1 - 1636 cm-1, como observado na figura 30. 

Através dos espectros de infravermelho foi possível identificar as bandas 

presentes nas nanopartículas com DisBa-01 e constatar que mesmo após sua 

incorporação, as nanopartículas apresentaram-se com espectros semelhantes as  

nanopartículas sem DisBa-01, isso pode sugerir que a desintegrina incorporada não 

afetou na formação das nanopartículas de QS. 

 

4.5.4. Determinação da morfologia das nanopartículas com e sem DisBa-
01 por MEV 

A MEV foi realizada a fim de verificar a morfologia das nanopartículas. As 

figuras 31 - 33 representam as fotomicrografias das nanopartículas sem e com 

DisBa-01, respectivamente.  

 
Figura 31. Fotomicrografia da nanopartícula NPQS2 (A) e NPQS2-DisBa-01 (B) no 
aumento de 50.000x. 

  
 
 
 

A B 



Resultados e Discussão  79 
 
 

________________________________________________________________ 
Charlene Priscila Kiill 

Figura 32. Fotomicrografia da nanopartícula NPQS3 (A) e NPQS3-DisBa-01(B) no aumento 
de 50.000x. 

  
 
Figura 33. Fotomicrografia da nanopartícula NPQS5 (A) e NPQS5-DisBa-01 (B) no 
aumento de 50.000x. 

  
 

É possível observar que nas nanopartículas NPQS2 e NPQS5 após a 

incorporação de DisBa-01 houve um aumento no diâmetro médio, o que é 

corroborado com os dados obtidos por espalhamento dinâmico de luz. 

Todas as nanopartículas formadas apresentam-se com forma quase esférica, 

o que pode evidenciar que a DisBa-01 não interfere na formato das nanopartículas.  
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4.6. Avaliação dos métodos de incorporação da DisBa-01 nas nanopartículas 
por meio da eficiência e capacidade de incorporação 

Os dois métodos de incorporação testados diferem quanto a adição de DisBa-

01 na dispersão de QS (método A) ou solução de TPP (método B), como descrito no 

item 3.2.5. A fim de avaliar a eficiência de incorporação da DisBa-01 pelos dos dois 

métodos, a NPQS2 foi selecionada e preparada pelo método A e B e utilizada para 

comparação com as demais nanopartículas preparadas pelo método B de 

incorporação. A determinação da quantidade de DisBa-01 associada às 

nanopartículas é especialmente complexa devido ao tamanho reduzido destas, o 

que dificulta a separação da fração de DisBa-01 livre da fração incorporada. 

Para determinação da eficiência de encapsulação e da capacidade de carga 

das nanopartículas foi construída uma curva padrão a partir de uma solução estoque 

de 1 mg.mL-1 de solução de BSA, utilizada como proteína padrão para determinação 

de outras proteínas. Através da curva padrão construída nas concentrações de 30 

µg.mL-1 – 90 µg.mL-1 de BSA (Figura 34), e a partir da equação da regressão linear 

obtida, foi possível determinar a concentração de DisBa-01 livre em 5 mL de 

sobrenadante, que foi determinado pelo ensaio de proteína BCA a 562 nm (CHEN; 

ZHANG; HUANG, 2007).  
 
Figura 34. Curva padrão de BSA, obtida por espectroscopia do UV-visivel a 562 nm. 
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y = 0,0035 x + 0,0172 ; r2 = 0,9987. 
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Ao fim da determinação da concentração de DisBa-01 livre, foi possível 

determinar a eficiência e capacidade de incorporação da desintegrina nas 

nanopartículas. A eficiência de encapsulação e capacidade de incorporação foram 

calculadas através das equações 4 e 5. 

 A tabela 9 mostra os valores da eficiência de encapsulação e capacidade de 

incorporação obtida para cada um dos experimentos propostos. Os valores de 

eficiência de encapsulação encontrados na literatura, utilizando o mesmo método da 

gelificação ionotrópica, apresentam uma faixa ampla de valores, semelhantes aos 

apresentados neste trabalho (CSABA; KÖPING-HÖGGÅRD; XU, DU, 2003). 

 
Tabela 9. Avaliação da eficiência de incorporação (EI) e capacidade de incorporação (CI) 

das nanopartículas com DisBa-01 em relação ao volume final de sobrenadante (5 mL). 

Amostras 
[DisBa-01]livre 

(µg.mL-1) 
[DisBa-01]incorporada 

(µg.mL-1) 
EI (%) CI (%) 

NPQS2-DisBa-01 (Método A) 8,42  21,6  71,94 20,75 

NPQS2-DisBa-01 (Método B) 10,22  19,8  65,96 29,08 

NPQS3-DisBa-01 (Método B) 8,23 21,8 71,58 15,34 

NQS5-DisBa-01 (Método B) 19,8  10,2  34 6,38 

 

Os resultados obtidos para eficiência de incorporação neste trabalho variaram 

de 34 % a 71,9 %, que são considerados altos. Chen e colaboradores (2007) 

também verificaram os mesmos valores de eficiência de incorporação de proteínas 

pelo método de gelificação ionotrópica. 

Quando comparamos os métodos A e B para NPQS2 e NPQS2-DisBa-01 

notamos que a DisBa-01 solubilizada na solução de QS favoreceu a eficiência de 

incorporação quando comparado a DisBa-01 solubilizada em solução de TPP, que 

pode ter ocorrido devido as maiores interações eletrostáticas entre grupos amino 

livres da QS com a desintegrina. 

Quando comparamos o método B com nanopartículas formadas por 

diferentes concentrações de QS, é possível observar que a maior concentração de 

QS (0,5 % m/v), foi a que obteve menor eficiência de incorporação. Vanderberg e 
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colaboradores (2001) relataram que a natureza altamente viscosa do meio de 

gelificação dificulta a encapsulação de proteínas.  

 

4.7. Avaliação da mucoadesão das nanopartículas 
A utilização de QS como polímero mucoadesivo tem sido muito explorada na 

preparação de nanopartículas como sistema de liberação nasal devido às interações 

eletrostáticas deste polímero com os grupos siálicos da mucina que compõe a 

camada do muco na cavidade nasal. Portanto, devido as propriedades de 

mucoadesão da QS, os ensaios de mucoadesão foram realizados com as 

nanopartículas de QS e comparados com polímeros mucoadesivos, este ensaio tem 

por finalidade avaliar a mucoadesão das nanopartículas em mucosa nasal suína. 

As amostras de nanopartículas NPQS2, NPQS3 e NPQS5 exibiram um 

comportamento distinto. Os valores de força máxima de destacamento (FMD) foram 

dependentes do tempo usando a mucosa nasal suína, enquanto para os polímeros 

mucoadesivos este comportamento só foi observado após 120 s. Os resultados da 

FMD das nanopartículas e polímeros padrões são mostrados na figura 35. 
 
Figura 35. Força máxima de destacamento das nanopartículas sobre a mucosa nasal suína. 
*Diferenças estatisticamente significativa entre todas as amostras nos mesmos tempos testados 
(p<0,05). 
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Os resultados na figura 35 demonstram que não há diferenças significativas 

na FMD em relação aos tempos de contatos de 30 s e 60 s (p>0,05) entre polímeros e 

nanopartículas, enquanto que para os tempos de 30 s e 60 s diferem 

significativamente de 120 s (p<0,05). O maior tempo de contato (120 s) entre as 

amostras e a mucosa foi suficiente para estabelecer um contato íntimo entre 

polímeros, nanopartículas e a superfície da mucosa nasal permitindo a 

interprenetração das cadeias poliméricas por meio de ligações intermoleculares, 

sendo assim, o tempo foi suficiente para promover o intumescimento e a 

mucoadesão (THIRAWONG et al., 2007). 

Ao observarmos a figura 36, notamos que a presença de QS sobre a 

superfície das nanopartículas aumentou significativamente (p < 0,05) o 

comportamento mucoadesivo da NPQS3 e NPQS5 nos tempos de 60 s e 120s. 

Esses resultados são condizentes com os obtidos por Tobyn (1995) e Wong (1999), 

no qual diferentes tipos de polímeros (QS, PP, hidropropilmetilcelulose de sódio) e 

modelos de mucosas foram utilizados. 

Neste caso, os resultados sugerem que o aumento do trabalho de 

mucoadesão (TMA) é devido ao grau de hidratação e o intumescimento do polímero 

que é suficiente para expandir a rede polimérica mucoadesiva. Além do aumento do 

tempo de contato, a concentração de QS nas nanopartículas pode promover a 

interdifusão e o entrelaçamento entre QS e as cadeias de mucina na mucosa nasal 

suína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados e Discussão  84 
 
 

________________________________________________________________ 
Charlene Priscila Kiill 

Figura 36. Trabalho de mucoadesão (TMA) das nanopartículas sobre a mucosa nasal suína. 
(Letras diferentes indicam diferenças significativas p<0,05 para o mesmo tempo e diferentes 
amostras). 
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Um tempo de contato cada vez maior entre a QS e o muco, poderia, portanto, 

aumentar a mucoadesão e melhorar a absorção de proteínas, como a DisBa-01 

(SOANE et al., 2001).  Isto também pode ser explicado pela teoria da adsorção, em 

que a QS presente nas nanopartículas exibe fortes propriedades mucoadesivas 

devido à formação de ligações de hidrogênio entre cargas positivas dos grupos 

amino da QS e cargas carregadas negativamente de resíduos de ácido siálico da 

mucina (JANES, 2001; CARVALHO, 2010), prolongando assim o tempo de contato 

entre as nanopartículas e a camada de muco (SOANE et al., 2001). 

Ao avaliar as nanopartículas em concentrações acima de 3 mg.mL-1 de QS, 

observa-se que houve um aumento da mucoadesão, proporcionando fortes 

propriedades mucoadesivas devido ao aumento dos grupos amino da QS que 

podem interagir com mais mucina carregada negativamente. Os resultados sobre as 

nanopartículas com DisBa-01 foram semelhantes ao das nanopartículas sem DisBa-

01, concluindo que o encapsulamento da proteína não alterou as propriedades 

mucoadesivas das nanopartículas. 
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4.8. Avaliação viabilidade celular de células K-562 e HUVEC pela técnica de 
MTT  

Inicialmente, foi realizado um teste para verificar o potencial citotóxico das 

amostras em estudo, a fim de medir a viabilidade celular da linhagem K-562 e 

HUVEC, empregando o método colorimétrico quantitativo com MTT, como descrito 

por Mosmann (1983). Este ensaio quantifica a atividade mitocondrial medindo-se a 

formação de cristais de formazana, produto formado pela redução do anel tetrazólio. 

A redução de MTT ocorre principalmente na mitocôndria através da ação da 

succinato desidrogenase fornecendo então uma medida da função mitocondrial 

(Mosmann 1983). As células utilizadas foram células de leucemia mieloide crônica 

(K-562) e células endoteliais (HUVEC).  

A citotoxicidade das nanopartículas sem DisBa-01 e com DisBa-01 foram 

avaliadas pela adição das mesmas à cultura celular de K-562 e HUVEC. Foram 

realizadas diluições seriadas com diferentes concentrações de DisBa-01, 

nanopartículas com e sem DisBa-01. Os resultados do ensaio de citotoxicidade na 

figura 37 e 38 indicaram que DisBa-01, nanopartículas com e sem DisBa-01 nas 

concentrações testadas não apresentaram efeito significativo (p>0,05) sobre a 

viabilidade celular, portanto podem ser utilizadas para os demais ensaios. 

 
Figura 37. Viabilidade celular das células K-562 durante 24 horas de ensaio. 
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Figura 38. Viabilidade celular das células HUVEC durante 24 horas de ensaio. 
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4.9. Avaliação da inibição da adesão de células K-562  
A figura 39 apresenta os resultados do ensaio de inibição da adesão de 

células K-562, os resultados estão expressos em porcentagem de células aderidas a 

fibronectina (FN), tendo como controle positivo as células incubadas com FN em 

PBS considerados como 100 % de adesão.  

Os resultados mostram que DisBa-01 não foi capaz de inibir a adesão celular 

mediada por fibronectina em baixas concentrações (200 nM e 500 nM), uma vez que 

previamente incubadas com células K-562 não foi capaz de impedir que as mesmas 

se aderissem a fibronectina (COMINETTI, 2004).  

O efeito inibitório na adesão das células a fibronectina é desempenhado pelo 

motivo RGD presente na DisBa-01 que é capaz de inibir a integrina α5β1 (RAMOS, 

2005; RAMOS et al., 2008).  

As células K-562 expressam em suas membranas grandes quantidades da 

integrina α5β1 (NATH et al.,1999), quando analisamos DisBa-01 nas concentrações 

de 1000 nM e 2000 nM a inibição da adesão é 4 a 6% de inibição. DisBa-01 

apresentou uma curva dose-resposta em forma de sino, exercendo um efeito 
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estimulador na adesão das células K-562 em baixas concentrações e em elevadas 

concentrações este efeito foi diminuído, apresentando um efeito inibitório, porém 

este efeito foi  fraco, o que pode indicar uma fraca especificidade de DisBa-01 com a 

integrina α5β1 para inibir a adesão celular de K-562 a fibronectina (REYNOLDS, 

2010). 

 
Figura 39. Porcentagem de células K-562 aderidas a placas recobertas com fibronectina - 
(p<0,001* são estatisticamente significativos para DB, NPDB 500 nM, 1000 nM e 2000 nM). 
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Legenda: (  DisBa-01;  NP; NPDB (nanopartícula com DisBa-01;  FN e  BSA) 

 

Quando analisamos as nanopartículas com e sem DisBa-01, observamos que 

em relação a inibição de K-562 por DisBa-01 estas amostras apresentam diferenças 

significativas nas concentrações acima de 500 nM, chegando a 92% de inibição da 

adesão para NP-2000 nM e 83% de inibição para NPDB-2000 nM, o que evidencia 

que as nanopartículas têm um efeito sobre a inibição da adesão, porém não está 

relacionado com a inibição das integrinas. 

A possível explicação para a inibição da adesão das células K-562 pelas 

nanopartículas pode estar relacionada a alta afinidade que as nanopartículas de 

quitosana apresentam pelas células tumorais devido a fortes interações 

eletrostáticas entre as cargas negativas das células tumorais e as cargas positivas 
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das nanopartículas de quitosana, assim as células de K-562 estariam ligadas as 

nanopartículas, o que sugere que haja um impedimento das células se ligarem a 

fibronectina, este mecanismo seria importante pois inibiria a adesão destas células 

tumorais a matriz extracelular (DONG, FENG, 2004; LEE, LIM, KIM, 2002; WILHELM 

et al., 2003). 

 

4.10. Avaliação da inibição da adesão de células HUVEC 
A figura 40 apresenta os resultados do ensaio de inibição da adesão de 

células HUVEC, os resultados estão expressos em porcentagem de células aderidas 

a vitronectina (VN), tendo como controle positivo células incubadas com VN em PBS 

considerados como 100% de adesão.  

 
Figura 40. Porcentagem de células HUVEC aderidas a placas recobertas com vitronectina -
(p<0,05* para valores estatisticamente significativos).  
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Legenda: (  DisBa-01;  NP; NPDB;  VN e  BSA) 

 

Os resultados demonstram que DisBa-01 foi capaz de inibir a adesão celular 

de HUVEC mediada por vitronectina em todas as concentrações testadas, 

entretanto, a concentração de 200 nM e 1000 nM apresentaram maior inibição da 
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adesão chegando a 77,6% e 74,85%, respectivamente (COMINETTI, 2004; 

PONTES, 2006).  

O efeito inibitório na adesão das células a vitronectina é desempenhado pelo 

motivo RGD presente na DisBa-01 que é capaz de inibir as integrina αVβ3  (RAMOS 

et al., 2008), portanto, DisBa-01 foi capaz de impedir que células HUVEC se 

aderissem a vitronectina (PONTES, 2006). 

 Quando analisamos os resultados de nanopartículas com DisBa-01, observa-

se que todas as concentrações apresentaram inibição da adesão, porém, com o 

aumento da concentração há também o aumento de células aderidas, o que 

promove a diminuição da inibição da adesão de células HUVEC à vitronectina.  

Estes resultados podem evidenciar que quando DisBa-01 está nas nanopartículas a 

curva dose-resposta apresenta formato de J, em que  a inibição celular é maior em 

baixas concentrações e quando há uma aumento das concentrações este efeito 

inibitório é perdido, portanto a inibição da adesão é menor (REYNOLDS, 2010). 
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CONCLUSÕES  
 

As nanopartículas de quitosana com diferentes razões de quitosana e TPP 

foram obtidas com êxito pela técnica de gelificação ionotrópica, tanto na presença 

quanto na ausência de DisBa-01. Essa técnica permitiu encapsular a DisBa-01 com 

adequada eficiência, pois é um método eficaz para a encapsulação de proteínas. 

As análises físico-químicas mostraram que as nanopartículas obtidas 

apresentaram forma praticamente esférica e diâmetro entre 280 e 312 nm e após 

incorporação de DisBa-01 o diâmetro ficou entre 300 e 644 nm, em que as melhores 

características granulométricas mais adequadas entre as nanopartículas de 

quitosana foram obtidas com as concentrações de 0,2 % (m/v) e 0,3 % (m/v). As 

medidas de potencial zeta sugerem que o quitosana encontra-se disposta na 

superfície das nanopartículas e após incorporação de DisBa-01 sugere que a 

desintegrina também esteja na superfície das nanopartículas. 

Os estudos de mucoadesão das nanopartículas mostraram que a 

mucoadesão das nanopartículas aumenta com o aumento da concentração de 

quitosana e o tempo de contato com a mucosa nasal suína, o que evidencia que 

quanto maior o tempo de contato maior é a ligação com a mucina e assim, maior a 

mucoadesão. 

Os ensaios de viabilidade celular em células K-562 e HUVEC sugere que 

todas as amostras e concentrações testadas não promoveram alterações na 

viabilidade celular após 24 horas de ensaio. 

Nos ensaios de inibição da adesão de células K-562, os resultados mostram 

que DisBa-01 não foi capaz de inibir a adesão celular mediada por fibronectina em 

baixas concentrações, quando analisamos DisBa-01 nas concentrações de 1000 nM 

e 2000 nM a inibição da adesão é 4 a 6% de inibição, o que pode indicar uma fraca 

especificidade de DisBa-01 com a integrina α5β1.  

Nos ensaios de inibição da adesão para células HUVEC, demonstram que 

DisBa-01 foi capaz de inibir a adesão celular de HUVEC mediada por vitronectina 

em todas as concentrações testadas, entretanto, a concentração de 200 nM e 1000 
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nM apresentaram maior inibição da adesão chegando a 77,6% e 74,85%, 

respectivamente. 

Dessa maneira, o trabalho demonstra que as nanopartículas de quitosana 

podem apresentar um potencial sistema de liberação desta proteína. As 

nanopartículas contendo DisBa-01 são potenciais sistemas de liberação controlada 

para aplicação no tratamento de doenças como o câncer. Estudos posteriores 

deverão ser realizados para avaliação deste potencial. 
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PERPECTIVAS FUTURAS 

Moléculas catiônicas como a quitosana têm sido muito utilizadas no 

desenvolvimento de sistemas de liberação de proteínas que podem ser 

administradas por via nasal. As nanopartículas de quitosana podem interagir com a 

superfície de absorção da mucosa, a qual é carregada negativamente em pH 

fisiológico, devido à natureza química das membranas celulares e das moléculas de 

mucina.  Essa observação é base do mecanismo proposto para polímeros 

catiônicos, como a quitosana, cuja mucoadesão é estabelecida pelas interações 

eletrostáticas com os grupos siálicos da mucina presente no muco, além de 

promover a absorção de moléculas hidrofílicas pela promoção da reorganização 

estrutural das proteínas associadas às junções intercelulares. A via nasal tem 

gerado grande interesse como rota alternativa para administração de proteínas e os 

sistemas mucoadesivos tem sido empregados para diminuir a remoção da 

formulação pelos mecanismos de depuração mucociliar, permitindo maior contato 

entre a formulação e o local de absorção na cavidade nasal além de favorecer a 

passagem de fármacos através da barreira hematoencefálica atigindo o SNC. Os 

glioblastomas multiformes (GBMs) são os tumores mais invasivos do sistema 

nervoso central, sua invasividade está relacionada com a interação com 

glicoproteínas da matriz extracelular, como a vitronectina e fibronectina. Estas 

glicoproteínas interagem com integrinas presentes nas células tumorais facilitando a 

adesão e migração destas células no tecido cerebral. As integrinas, α5β1, αvβ5, e αvβ3 

são fortemente expressas em GBMs, e podem ser utilizadas como moléculas alvo na 

terapia contra o câncer no sistema nervoso central. Os inibidores de integrinas 

conhecidos como desintegrinas, vêm sendo consideradas potentes inibidores da 

adesão celular e utilizadas no combate de diversas patologias, entre elas, o câncer. 

A desintegrina cilengitide têm sido estudada contra GBMs, pois inibe as integrinas 

αVβ3, αVβ5 e α5β1. Outra desintegrina é a DisBa-01, que interage especificamente 

com as integrinas αVβ3 e α5β1 exibindo potentes propriedades anti-tumorais. 

Entretanto a aplicação de proteínas terapêuticas é limitada freqüentemente pela 

baixa estabilidade em fluídos fisiológicos, potencial imunogênico e alergênico, assim 

como a baixa biodisponibilidade. Para contornar estes problemas, tem-se buscado 
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novos sistemas de liberação de fármacos e rotas alternativas de administração, 

como por exemplo, a via nasal. Assim, para a continuação desta pesquisa será 

avaliado o efeito das nanopartículas de quitosana administradas por via nasal como 

carreadores de desintegrinas para o cérebro e promover a liberação no sítio tumoral 

por inibição das integrinas específicas presentes nos glioblastomas, podendo ser 

uma alternativa para a terapia anti-tumoral.  
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