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Resumo

RESUMO

Venenos de serpentes possuem propriedades que tém sido exploradas como
alternativas terapéuticas. Entre as diversas classes de proteinas de venenos de
serpentes que tém sido estudadas destacam-se as desintegrinas. Os efeitos
biol6gicos das desintegrinas relacionam-se com suas ligagdes a receptores celulares
sendo consideradas potentes inibidores de adeséo celular, podendo ser utilizadas no
combate de diversas patologias como, por exemplo, o cancer, trombose e
osteoporose. A desintegrina-RGD monomérica, DisBa-01, foi recentemente
identificada a partir de uma biblioteca de cDNA da glandula de veneno de
Rhinocerophis alternatus. E uma proteina recombinante que interage
especificamente com as integrinas ayPBs, asP; e Pz  exibindo potentes
propriedades antimetastatica, antiangiogénica e antitromboética. Entretanto a
aplicacdo de proteinas na terapéutica € limitada por diversas dificuldades que inclui
a baixa estabilidade em fluidos fisiol6gicos, potencial imunogénico e alergénico,
assim como a baixa biodisponibilidade. Para contornar estes problemas, tem-se
buscado novos sistemas de liberacdo, como as nanoparticulas de quitosana e vias
alternativas para administracdo de proteinas, como por exemplo, a via nasal.
Portanto neste trabalho estudou-se o desenvolvimento e a caracterizacdo de
nanoparticulas de quitosana para potencial administracdo nasal de DisBa-01. Para
isso as nanoparticulas de quitosana foram desenvolvidas pelo método de gelificacao
ionotropica, através da reticulagdo da quitosana com tripolifosfato de sodio. A
caracterizagdo fisico-quimica demonstrou que a presenga do quitosana 0,2 %
(NPQS2); 0,3 % (NPQS3) e 0,5 % (NPQS5) (m/v) influenciou o diametro médio, a
eficiéncia de encapsulacdo, assim como o potencial de superficie das particulas. O
didametro médio e o potencial zeta das nanoparticulas com DisBa-01 foram de 364,5
nm para NPQS2, 302,7 nm para NPQS3 e 644 nm para NPQS5. O potencial zeta da
nanoparticula 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 eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de
incorporacao de DisBa-01 determinada por ensaio de BCA variaram de 34 a 71%.

Charlene Priscila Kiill
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Nos estudos de mucoadesdo, as nanoparticulas apresentaram-se mais
mucoadesivas com 0 aumento do tempo de contato com a mucosa nasal suina
comparada com polimeros ja conhecidos por sua mucoadesédo. A citotoxicidade de
DisBa-01 e das nanoparticulas foram investigadas em linhagem celular de K-562
(Linhagem de leucemia miel6ide) e HUVEC (Células endoteliais de veia de cordao
umbilical humano). Foi observado que a DisBa-01, incorporada ou nao nas
nanoparticulas ndo apresentou citotoxicidade. Também foi investigada a inibicdo da
adesdo de células K-562 e HUVEC, demonstrando que DisBa-01 incorporada ou
ndo em nanoparticulas promoveu a inibicdo da adesdo das células tumorais de
leucemia mieldide e de células endoteliais. Estes resultados sugerem que as
nanoparticulas de quitosana apresentam um grande potencial como sistema de

liberacéo de proteinas.
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Abstract

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 ayfs, asB:1
and allbBs 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. INTRODUCAO

1.1. VENENOS DE SERPENTES

A Rhinocerophis alternatus antigamente classificada por Bothrops alternatus,
pertence a familia Viperideae, sub-familia Crotalinaeae € mais conhecida como urutu
ou cruzeira. Sua ocorréncia é na regido Sul, Sudeste e Centro-oeste do Brasil, é
encontrada também na regido central da Argentina e limite meridional do Uruguai,
ocupando predominantemente areas abertas (CAMPBELL; LAMAR, 1989). Esta
serpente é terrestre, possui 0 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 agregacao
plaguetaria e coagulacdo do fibrinogénio (CASTRO et al., 1998) e mais
recentemente, a DisBa-01 (11,67 kDa), apresentando potenciais propriedades
antimetastatica, antitrombdética e antiangiogénica (RAMOS, 2005).

Cerca de 3200 espécies de serpentes sdo conhecidas atualmente, mas,
apenas uma minoria (cerca de 200 espécies) pode causar envenenamento em

humanos. Na América Latina, a maioria das espécies venenosas pertence a familia
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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 exploracdo de moléculas bioativas para a descoberta e producao
de novos farmacos.

Venenos de serpentes possuem propriedades que tém sido exploradas com
fins terapéuticos e como ferramentas para o estudo de varios processos biolégicos,
tais como a adesdao, agregacao, migracao, proliferacéo celular e angiogénese.

Os componentes originais de venenos de serpentes ndo podem ser utilizados
como terapéuticos, contudo modificacBes pela quimica, quimica farmacéutica e
tecnologia farmacéutica tém possibilitado o uso de proteinas de venenos de
serpentes. Um dos melhores exemplos da aplicacdo dessas substancias derivadas
de venenos é o captopril, farmaco amplamente utilizado contra hipertensdo 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 proteinas de venenos de serpentes que tém sido
estudadas destacam-se as desintegrinas, cujos efeitos bioldgicos relacionam-se com
ligacdes a receptores celulares e sédo potentes inibidores de agregacao plaquetaria e
de adeséo celular (CALVETE et al., 2005). Trabalhos tém demonstrado resultados
interessantes na inibicdo do desenvolvimento de metéstases, sugerindo a utilizacédo
dessas moléculas como uma alternativa terapéutica para neoplasias, pois séo
capazes de se ligar em integrinas superexpressas em células tumorais impedindo a
adesdo, migracdo e proliferacdo 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 cisteina, derivados de

venenos de serpentes, as quais interagem com receptores da superficie 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 sédo potentes inibidores da agrega¢édo plaquetaria, algumas
possuem a sequéncia adesiva RGD (arginina, glicina, acido aspartatico) através da
gual se ligam especificamente ao receptor de fibrinogénio e glicoproteina lib/llla
encontrada em membrana de plaquetas (integrina oy/B3), 0 que resulta na inibicdo
da agregacao plaquetaria dependente de fibrinogénio, além de se ligar a outras
integrinas RGD-dependentes como a integrina ayBs e a asp1 (HUANG,;
NIEWIAROWSKI, 1994).

As desintegrinas de veneno de serpentes sao da familia das metaloproteases
de veneno de serpentes (SVMPS) e séo classificadas de acordo com sua estrutura e
multidominio em PI, PIl e Plll. Membros da classe Pl sdo formados somente por um
dominio metaloprotease, enquanto as desintegrinas tipo P-Il, apresentam uma
metaloproteinase e um dominio desintegrina. As desintegrinas do tipo P-IIl originam
as desintegrina-like, sdo formadas por ligacdo covalente desintegrina-like e dominios
ricos em cisteinas (BJARNASON; FOX, 1995; FOX; SERRANO, 2008).

Vérias desintegrinas derivadas de SVMPS, do tipo P-Il, sdo capazes de inibir
a adesdo de células de linhagens tumorais. Durante o processo de invaséo e
metastase, as células tumorais invadem a membrana basal, sendo um dos eventos
adesivos mais importantes na formacdo da metastase. A adesdo ao endotélio
vascular expde a membrana basal endotelial que possui uma variedade de proteinas
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 inibicdo da adesdo destas células as proteinas presentes na matriz
extracelular faz com que muitas desintegrinas sejam capazes de inibir metastases
(COMINETTI, 2004).

A desintegrina eritostatina foi estudada em um modelo de metastase
experimental empregando as células tumorais MV3, que sédo altamente invasivas, na
veia caudal de camundongos. Observou-se que a desintegrina foi capaz de inibir em
87 % a formacdo de metastases pulmonares (DANEN et al., 1998). Outra

desintegrina estudada foi a salmosina, que foi capaz de inibir a adesao de células de
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melanoma B16F10 a fibronectina, vitronectina e colageno tipo | e IV de maneira
dose dependente. O efeito da salmosina na supressdo da metastase tumoral esti
relacionada com a inibicdo da adeséo das células B16F10 as proteinas da matriz
extracelular através do bloqueio das integrinas ayBs € ayB:1 na superficie destas
células (KANG et al., 1998).

Derivados de desintegrinas, também estdo sendo desenvolvidos e estudados
para combater o cancer. O pentapeptideo ciclico RGD cilengitide também conhecido
como EMD121974, é um inibidor das integrinas ayf3; e ayBs e esta em fase Il de
estudo devido as suas propriedades antiangiogénicas e anticancerigenas (STUPP et
al., 2007).

Na tabela 1 temos outros exemplos de desintegrinas de venenos de
serpentes que tém sido estudadas e a atividade que exercem sobre as células

tumorais.

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

_ _ Motivo Integrina Atividade o
Desintegrina _ _ Referéncia
adesivo ligante inibitéria
Salmosina 2 RGD oyB3 Angiogénese KANG et al., 1998
o Melanoma de pulméo
Flavoridina RGD 0531 ) OLIVA et al., 2007
(metastase)
Trigramina RGD oyB3 Metastase de osso YANG et al., 2005
_ _ Melanoma
Eristostatina RGD B3 ) DANEN et al., 1998
(metastase)
_ Melanoma
DisBa-01 RGD oyB3 ) RAMOS et al., 2008
(metastase)
Cilengitide RGD 0B, 0Bs 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 béasicos de reconhecimento celular em metastases e angiogénese,
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bem como potencial terapéutico (BEVIGLIA; STEWART; NIEWIAROWSKI, 1995;
GENTILUCCI et al., 2010; KONSTANTOPOULOS; THOMAS, 2009).

DisBa-01

Da glandula venenifera de um espécime de Rhinocerophis alternatus, foram
extraidos &cidos ribonucléicos mensageiros (MRNAS) e utilizando a tecnologia do
DNA recombinante através da fusdo His-Tag, foi obtida a desintegrina recombinante
DisBa-01, que é derivada de uma metaloproteinase de tipo P-ll e possui massa
molecular de 11,637 kDa, podendo ser produzida de forma heterdloga 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 terciaria composta por 78 residuos de
aminodacidos conectados por seis pontes de dissulfeto, o que a classifica na classe
das desintegrinas médias e possui 0 motivo adesivo arginina, glicina, acido
aspartatico (RGD), como é mostrado na figura 3 (RAMOS et al., 2008).
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Figura 3. Sequéncia de nucleotideos e aminoécidos da DisBa-01.

. PET28a fusion peptide
1 ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GIG CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG 90

1 YM G 8 8 ® B B B B R 8 8 G L V P R G 8 E M A 8 M T 6 G 0 0 M 230
» DisBa-01
91  GGT CGC GGA TCCIGGA AAT GAA CTT TTG GAG GCG GGA GAA GAA TGT GAC TGT GGC ACT CCT GGA AAT CCG TGC 7GC GAT GCT GCA ACC 76T 180
31 OUERENOENSY ¢ ¥ ¢ L 1L T A G B B C D C G ? P G W P C C D A A T C 6
181 AAA CTG AGA CCA GGG GCG CAG TGT GCA GAA GGA CTG TGT TGT GAC CAG TGC AGA TTT ATG AAA GAA GGA ACA GTA TGC CGG ATT GCA A 270
66 X L R P 6 A Q C A B G L C €C D Q C R ¥ M XK E G T V C R I A R 9%
271 GGT GAT GAC ATG GAT GAT TAC TGC AAT GGC ATA TCT GCT GGC TGT CCC AGA AAT CCC TTC CAT GCC TAA 339
99 G D D M D D Y C N 6 I 8 A G C P R N P F B A § 105

RAMOS et al., 2008.

Esta desintegrina possui alta afinidade pelas integrinas a3, asp; e aypPs, que
sao proteinas envolvidas na formacao de tumores e trombose (RAMOS et al., 2008).
A avPBs € expressa em vasos sanguineos de diversos tumores humanos e em
regides amplamente inflamadas ou em cicatrizacdo, mas esta em niveis muito
reduzidos ou mesmo ausente nos tecidos humanos normais (GENTILUCCI et al.,
2010). Esta integrina parece estar relacionada ao controle do crescimento celular,
sobrevivéncia e migracdo de células tumorais durante a angiogénese
(AVRAAMIDES; GARMY- SUSINI; VARNER, 2008; DESGROSELLIER; CHERESH,
2010; KONSTANTOPOULOS; THOMAS, 2009).

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

(Adaptado de GIANCOTTI, RUOSLAHTI, 1999).

Estudos demonstraram que a DisBa-01 inibe significativamente a proliferacéao
de células endoteliais de capilares da derme HMEC-1, inibe a adesédo a vitronectina

e reduz significativamente a implantacdo de metastases pulmonares de melanoma
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B16F10, além de inibir a agregacdo plaquetaria induzida por ADP, trombina e
fibrinogénio in vitro, diminuindo o tempo de oclusdo trombdtica e sangramento in
vivo atraveés da interacdo com a integrina ayBs (KAUSKOT et al., 2008; OLIVEIRA,
2009; RAMOS et al., 2008). Também avaliou-se o efeito de DisBa-01 sobre células
de adenocarcinoma mamario MDA-MB-231. DisBa-01 inibiu fortemente a adeséo
tumoral de MDA-MB-231 ao colageno tipo I, possivelmente devido a ativacdo de
avBs por fluxo que pode ter reforcado as interacdes com DisBa-01 (RIBEIRO, 2009).
Em estudos recentes, Montenegro e colaboradores (2012) demonstraram que
DisBa-01 adere a fibroblastos e células de cancer de mama (MDA-MB-231) e inibe a
adesdo destas células no colageno tipo | sob condicbes de fluxo, simulando o fluxo
sanguineo. Além disso, DisBa-01 diminui fortemente a liberacdo de mRNA de VEGF
e dos seus receptores (VEGFR1 e VEGFR2) em células endoteliais. Segundo os
autores, estes resultados demonstram que a inibicdo de integrinas por DisBa-01

pode resultar em bloqueio da angiogénese e inibicdo do tumor.

1.2. VIA DE ADMINISTRACAO NASAL

Apesar da via oral ser muito utilizada na administracdo de farmacos, a via
nasal tem suscitado grande interesse como rota alternativa para administracado de
farmacos e biomoléculas que séo suscetiveis a degradacédo acida e/ou enziméatica
ou que apresentam metabolismo pré-sistémico, como € o caso das proteinas
(GAVINI et al., 2008).

A mucosa nasal apresenta grandes vantagens para a absorcéo sistémica de
proteinas, pois apresenta epitélio com microvilosidades e uma grande area
superficial, além de caracteristicas como camada subepitelial altamente
vascularizada e membrana basal com endotélio poroso, facilitando a permeacéo do
farmaco, que pode ser absorvido diretamente na circulacdo sistémica sem sofrer
metaboliza¢do pré-sistémica, atingindo rapidamente niveis plasmaticos terapéuticos.
Todos esses fatores podem favorecer a reducdo da dose, diminuicdo de efeitos
adversos do farmaco e aumento da adesdo ao tratamento (MAINARDES et al.,
2006).
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Apesar das vantagens desta via, ha algumas barreiras que limitam a absorcéo
nasal de farmacos. Essas barreiras incluem o0s mecanismos de depuracdo
mucociliar, o qual remove rapidamente a formulacdo da cavidade nasal, além da
degradacao enzimatica que pode acontecer tanto no limen da cavidade nasal como
na passagem atraveés da barreira epitelial. Outros fatores que limitam a absorcéo
nasal de farmacos sdo a baixa permeabilidade do epitélio nasal que dificulta a
absorcdo de farmacos polares ou de alta massa molecular, como o0s peptideos e
proteinas, o pH do sistema que deve ser compativel com o da cavidade nasal e 0
baixo volume que pode ser administrado (MAINARDES et al., 2006). Uma estratégia
utilizada para retardar a remocdo da formulacdo pela depuracdo mucociliar é a
utilizacdo de sistemas mucoadesivos, que aumentam o tempo de contato entre a
formulagédo e o local de absorcéao na cavidade nasal (ILLUM, 2003).

Moléculas catibnicas como a QS tém sido utilizadas no desenvolvimento de
sistemas mucoadesivos, pois podem interagir com a superficie de absorcdo da
mucosa hasal, a qual € carregada negativamente em pH fisiologico, devido a
natureza quimica das membranas celulares e das moléculas de mucina (WOODLEY,
2001).

O muco contém mucina, que apresenta varios constituintes quimicos, dentre
eles o acido sialico. Em pH fisiologico, o acido sialico apresenta carga negativa, com
isso, a QS e a mucina podem apresentar fortes interacfes eletrostaticas. Essa
observagdo € base do mecanismo proposto para mucoadesdo de polimeros
catibnicos, como a QS, cuja mucoadesdo € estabelecida pelas interacdes
eletrostaticas com 0s grupos sialicos da mucina presente no muco, além de
promover a absorcdo de moléculas hidrofilicas pela promoc¢édo da reorganizacéo
estrutural das proteinas associadas as juncdes intercelulares (BRAVO-OSUNA et al.,
2007).

1.3. PROTEINAS E SISTEMAS DE LIBERAQAO NANOESTRUTURADOS
A administracao de proteinas na terapéutica é limitada, principalmente, pela
intensa degradacao enzimatica nos fluidos biologicos e fraca permeabilidade através

das membranas biologicas. Para contornar os problemas relacionados com a

Charlene Priscila Kiill



Introducdo 28

estabilidade das proteinas e a consequente perda de atividade, pesquisadores
comecaram a explorar sistemas de liberagdo de farmacos como lipossomas, cristais
liquidos, microemulsdes e nanoparticulas que podem ser administrados por via oral,
vaginal, retal, pulmonar e nasal. Os sistemas de liberacdo nanoestruturados
representam uma estratégia interessante para administracdo de farmacos protéicos,
pois podem protegé-los contra degradacéo e possibilitar liberacdo no local especifico
de acdo em uma taxa controlada (KANG; CHO; YOO, 2009).

Lestine e colaboradores (2002) desenvolveram lipossomas para a liberagéo
de farmacos em doencas cardiovasculares, utilizando peptideos contendo a
sequéncia adesiva acido aspartico-arginina-glicina (RGD) para o direcionamento de
integrinas GPIlIb-llla envolvidas na doenca cardiovascular restenose. Stevenson e
colaboradores (2005) desenvolveram sistemas liquidos cristalinos e microemulsées
para a incorporacdo e liberacdo controlada de insulina e vacinas de DNA. As
nanoparticulas vém sendo utilizadas no desenvolvimento de sistemas de liberacéo
de hormonio do crescimento (GH ou somatotrofina) e insulina para administracao
nasal (CHALASANI et al., 2007; VERENA et al., 2004).

Mais recentemente, o primeiro teste clinico com nanoparticulas poliméricas
contendo docetaxel para o tratamento do cancer foi realizado nos Estados Unidos e
os resultados foram publicados na revista médica americana Science Translational
Medicine. O teste clinico de fase | foi realizado com um pequeno grupo de 17
pacientes que sofriam de diferentes tipos de cancer em estdgio avangado. O teste
demonstrou que uma paciente teve reducdo do tumor no colo do Utero, enquanto
outros cinco tiveram seus canceres (de pancreas, anus, colon, vias biliares e
garganta) estabilizados. Portanto as nanoparticulas produziram efeitos favoraveis
contra os tumores, inclusive com doses pequenas de farmaco, 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 cancer
(HRKACH et al., 2012).

Dentro do contexto da nanotecnologia farmacéutica, as nanoparticulas
poliméricas se mostram como eficientes sistemas para promover liberacéao

controlada de farmacos protéicos (MAINARDES et al., 2006). As nanoparticulas
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foram introduzidas nos anos 70 como potenciais carreadores para liberacéo
controlada de farmacos por Kreuter e Speiser (1976) utilizando, na época, polimeros
ndo biodegradéaveis. A aplicagdo de nanoparticulas no desenvolvimento de sistemas
de liberacéo controlada de farmacos foi reavaliada na década de 80, ap0s o advento
da sintese de polimeros biodegradaveis 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 substancias ativas tais como proteinas,
peptideos, &cidos nucléicos, particulas virais e vacinas (DAMGE et al., 1997;
KUBIK; BOGUNIA-KUBIK; SUGISAKA, 2005; OLIVEIRA et al.,, 2004; FERDUS;
STEMBRIDGE; SINGH, 1998; WARGAFTIG, 2000), bem como farmacos como
antibioticos, analgésicos, imunossupressores e anticancerigenos (FATTAL et al.,
1998; MOLPECERES; ABERTURAS; GUZMAN, 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003a,
TOBIO et al., 1998; YOO et al., 1999).

As nanoparticulas apresentam diametro inferior a 1000 nm e o termo
nanoparticula inclui as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem entre si
segundo a composicdo e organizacdo estrutural. As nanocpsulas sao constituidas
por um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o
farmaco estar dissolvido neste ndcleo e/ou adsorvido a parede polimérica
(SCHAFFAZICK et al., 2003a). Por outro lado, as nanoesferas, sao formadas por
uma matriz polimérica, em que o farmaco encontra-se homogeneamente disperso
em seu interior e desta forma obtém-se um sistema monolitico, em que nao é
possivel identificar um nucleo diferenciado (SCHAFFAZICK et al., 2003a).

Figura 5. Representacdo esquemética de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas.

SCHAFFAZICK et al., 2003a.

Charlene Priscila Kiill



Introducdo 30

A escolha do polimero € um dos fatores mais importantes na preparacdo das
nanoparticulas, sendo os biodegradaveis os mais indicados para compor matrizes
ou capsulas de sistemas nanoparticulados.

Os sistemas de liberacdo nanoestruturados poliméricos agem como
compartimentos transportadores de substancias ativas e apresentam vantagens que
justificam sua aplicacdo, dentre elas, a boa estabilidade fisica, quimica e bioldgica e
boa reprodutibilidade, além de serem aplicAveis a uma ampla variedade de
substancias visando melhorar suas propriedades quimicas. Outro fator importante é
gue o material que compde as particulas produza metabdlitos nao-toxicos e seja
degradado facilmente (SCHAFFAZICK et al., 2003a).

A tabela 2 nos mostra exemplos de varios polimeros que tém sido usados no

desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas e os diferentes farmacos utilizados.

Tabela 2. Polimeros utilizados no desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas.

Polimero Farmaco Referéncia
PLGA siRNA CUN et al., 2011
PLA-PEG zidovudina MAINARDES; KHALIL; GREMIAO, 2010
PCL a- 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 Acido Lactico-Co-Glicdlico), PLA (Acido polilactato), PEG (Polietilenoglicol), PCL

(poli(e-caprolactona).

1.3.1. Nanoparticulas de quitosana
Véarios polimeros tém sido empregados no desenvolvimento de
nanoparticulas, dentre eles a quitosana (QS), polimero semi-sintético obtido da
desacetilacdo 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-SCHNURCH, 2006;
SOANE et al., 2001).
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A descoberta da QS data do século XIX. No entanto, somente nas ultimas
duas décadas a importancia deste polimero tem crescido significativamente em
funcdo de ser uma fonte renovavel, devido a sua propriedade biodegradavel e,
também, por causa do recente aumento em aplica¢cdes tecnoldgicas e farmacéuticas
(AJUN et al., 2009).

A quitina é um polimero natural extraido de exoesqueleto de crustaceos,
insetos, composto pelas unidades monoméricas de (-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-D-
glicose e B-(1—4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose (Figura 6). Este polimero natural
possui uma estrutura cristalina altamente organizada, € um polimero insolavel em
meio aguoso e na maioria dos solventes organicos, e tem baixa reatividade quimica
(HEIN et al., 2008).

Figura 6. Estrutura da QS e quitina.

CH2OH

CH20H

n

quitosana
CH20OH

H
- H H
H NHCOCH 3 Wi

H NHCOCH 3

quitina

SILVA, 2006.

A insolubilidade da quitina € o fator limitante da sua utilizacao, por isso, a QS
€ obtida pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino, podendo
facilmente se dissolver em solu¢des de acidos fracos diluidos, devido a protonacéo
de seus grupos amino, sendo o acido acético o solvente mais empregado. Os
grupamentos amino e as hidroxilas da QS estdo relacionados as caracteristicas de
solubilidade e reatividade que esse polimero apresenta. A QS € uma base fraca com

valor de pKa do residuo D-glicosamina em torno de 6,5, sendo portanto, insoltuvel
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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 varias aplicacdes na area alimenticia, cosmética e tem atraido
grande interesse na area farmacéutica como excipiente em formulacdes e tem sido
muito utilizada no desenvolvimento de sistemas nanoestruturados poliméricos para a
liberacdo de farmacos (LARANJEIRA; FAVERE, 2009).

O uso da QS nos sistemas de liberacdo nanoestruturados tem atraido a
atencdo devido a suas propriedades bioadesivas. A protonacdo da QS em pH
fisiolégico pode promover a interacdo eletrostatica com cargas negativas das
superficies celulares, caracterizando o mecanismo de bioadesividade, quando esta
interacdo € restrita a camada de muco, o termo mucoadesividade é empregado
(MUZZARELLI, 1997).

O potencial das nanoparticulas de QS tem sido reforcado por sua capacidade
de abrir transitoriamente as juncdes oclusivas entre as células epiteliais, permitindo
transporte intercelular de farmacos polares como, vacinas, DNA, peptideos e
proteinas, sendo, portanto, considerado promotores de absorcdo, aumentando,
assim, a biodisponibilidade dessas substancias. A capacidade de abrir juncdes
também se deve a natureza catibnica da QS, cujos grupamentos amino protonados
interagem com o0s sitios carregados negativamente nas superficies celulares
(DAVIS, 1999; JUNGINGER; VERHOEF, 1998). Por isso, € de grande interesse a
utilizacdo de nanoparticulas de QS para administracdo nasal de farmacos de origem
protéica, pois as interacdes da QS com muco podem resultar em um tempo maior de
permanéncia no sitio de absorcdo, podendo promover aumento da
biodisponibilidade.

Difusas técnicas sdo descritas na literatura para o preparo de micro e
nanoparticulas de QS e seus derivados, e dentre elas a secagem por atomizacao
(spray-drying), emulsificacdo, coacervacao/precipitacdo e gelificacdo ionotropica
com tripolifosfato de sodio (TPP) (AMIDI et al., 2006; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007,
DYER et al., 2002; GUIMARAES, 2005; LAUS et al., 2006; SADEGH] et al., 2008).
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Secagem por Atomizagéao (Spray Drying)

Esse método baseia-se na dissolu¢cdo da QS em uma solucdo aquosa em pH
acido, o farmaco é dissolvido ou disperso no mesmo solvente usado para dissolver o
agente reticulante. Esta dispersédo € atomizada, na forma de pequenas gotas, dentro
de uma camara de secagem aquecida. A agua é evaporada rapidamente, formando
um po seco (PENICHE et al., 2003).

Emulsificacdo/ Evaporacéo do solvente

Na técnica da emulsificacdo, as particulas sdo formadas pela disperséo de
uma solucdo aquosa de QS em 6leo contendo um tensoativo, formando uma
emulsdo 6leo-em agua (O/A). As goticulas da fase oleosa podem ser precipitadas
pela adicdo de um anion polivalente como o TPP, como agente de reticulacdo. Apos
a precipitagdo, o solvente é evaporado e as nanoparticulas em suspensdo sao
separadas. O farmaco a ser incorporado usualmente é adicionado na solucéo de QS
antes da obtencéo da emulsao.

O tamanho e a morfologia das particulas dependerdo de mudltiplos fatores,
tais como: temperatura, velocidade de agitacédo, concentragdo da QS, concentracéo
do tensoativo, viscosidade das fases, configuracdo do reator e do agitador
(AGNIHOTRI; NADAGOUDA; AMINABHAVI, 2004; SINHA et al., 2004).

Coacervacao/Precipitacao

De acordo com Peniche e colaboradores (2003), a técnica da coacervacao
envolve a separacdo de uma solucéo polimérica diluida em duas fases coexistindo:
uma fase rica em polimero e outra muito diluida. A coacervacdo pode ser
classificada em simples ou complexa. Na coacervacao simples, o coldide hidrofilico
€ subtraido do solvente pela adicdo de uma substancia hidrofilica concorrente, tal
como um sal ou alcool ("salting out").

A coacervacao complexa é produzida pela mistura de dois polieletrélitos de
cargas opostas. O polieletrélito complexo (também chamado de coacervato
complexo) se separa huma fase rica em polimero que coexiste com uma fase muito

diluida. H4 a formagdo de um filme insolivel ou barreira que cobre a
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nano/microparticula. As particulas podem ser formadas tanto pelo gotejamento da
solucdo de QS & solugdo do outro polimero (como por exemplo:
carboximetilcelulose, alginato, pectina) ou o procedimento contrario (PENICHE et al.,
2003).

Gelificagao lonotropica

Uma propriedade da QS muito interessante é sua habilidade de geleificar em
contato com polianions especificos. Esse processo de gelatinizacdo se deve a
reticulacéo inter e intramolecular mediada por polianions (Figura 7). O método de
gelificacdo ionotropica € um dos métodos mais utilizados na obtencdo de
nanoparticulas de QS (CALVO et al.,, 1997). Essa técnica envolve a adicdo, a
temperatura ambiente, de um polianion como o TPP em uma solucdo (pH 4-6) de
QS. As nanoparticulas sdo formadas imediatamente apds a mistura das duas fases
através de ligacoes intra e intermoleculares formadas entre os grupamentos fosfato

do TPP e os grupos amino da QS.

Figura 7. Reticulacdo da QS com TPP.
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CALVO et al., 1997.
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OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo desenvolver e caracterizar nanoparticulas de
QS pelo processo de gelificacéo ionotrépica, incorporar a desintegrina DisBa-01 em

nanoparticulas e avaliar a atividade em células tumorais e ndo tumorais.

ETAPAS PARA ALCANCAR O OBJETIVO PROPOSTO

> Desenvolvimento e caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas de
quitosana;
> Incorporacdo da DisBa-01 nas nanoparticulas e caracterizacdo fisico-quimica

apos a incorporacao desta desintegrina;

> Avaliacdo da forca mucoadesiva das nanoparticulas;

> Avaliacdo do efeito da DisBa-01 incorporada ou ndo em nanoparticulas de
guitosana, sobre a viabilidade celular e inibicdo da adeséo em linhagens celulares
de células K-562 (Linhagem de leucemia mieléide) e HUVEC (Células endoteliais de

veia de corddo umbilical humano).
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

3.1.1. Substancias e Reagentes

o A desintegrina recombinante DisBa-01, foi gentilmente cedida pela professora
Dra. Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo, do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — CCBS, da Universidade Federal de
Séao Carlos (UFSCar);

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

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

o Mucina de suinos, tipo Il (Sigma- Aldrich)

o Quitosana de baixa massa molecular (Sigma Aldrich);

o Tripolifosfato de Sddio (LabSynth).

3.1.2. Equipamentos e Acessorios

o Agitador Mecanico (Marconi);

o Analisador de particulas Light Scattering — Brookhaven Instruments
Corporation, modelo EMI 9863 - Fonte de Laser He-Ne 10 mW, 514 e 532 nm;

o Analisador de particulas Zetasizer Nano series Nano-ZS, Malvern Instruments
acoplado a um MPT — Multi Purpose Titrator (metodologia de analise - MIE);

o Analisadori dei texturar TAXT plusi (Stabler Microi Systems®);

o Bomba peristaltica (Pharmaco Biotech) — Pump P1;

o Centrifuga (Beckman Coulter), modelo Avanti Centrifugel J25;

o Espectrofotdmetro de arranjo de diodo UV-Vis (Hewlett Packard®- mod. 8453);
o Espectrofotdmetro por transformada de Fourier (FT-IV Prestige-21);

o Liofilizador1 (Edwards),I modelo Modulyo;

o Microscopio de Varredura (Jeol JSM 7500 F);

o Microviscosimetro automético AMVn (Anton Paar);

o pHmetro Digital (Gehaka- PG 1800).
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METODOS

3.2.1. Caracterizacdo da quitosana

3.2.1.1. Determinacao do grau de desacetilagcédo da quitosana

Para a realizagdo dessa andlise foi utilizada QS e N-acetilglicosamina (NAG)
dissolvidas em acido acético. Para verificar a interferéncia do &cido acético no
espectro de absorcdo das amostras, foram preparadas trés solucdes nas
concentracdes de 0,01; 0,02 e 0,03 mol.L™.

Para determinac¢éo do grau de desacetilacdo da QS foi necessario a obtencéao
da curva de calibracdo da NAG e para isso foi preparada uma solucdo estoque de
200 pg.mL™* em solucdo de acido acético 0,01 mol-L™* da qual foram preparadas
diferentes concentracées (5, 10, 20, 30 e 40 ug.mL™) e observado a convergéncia
dos espectros para um ponto comum, chamado de ponto isosbéstico.

Para quantificacdo dos grupos acetil nas amostras de QS, foram preparadas
dispersées de QS na concentracdo de 40 ug.mL™ em solucéo de &cido acético 0,01
mol.L™ (TAN et al., 1998), a porcentagem de grupos amino na QS foi determinada

pela equacao 1.

GD =100{A/(W —204A) /161 + A] x100) (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 regido do ultravioleta (TAN et al., 1998).

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

em que as amostras de QS foram dissolvidas em acido acético (0,1 M), cloreto de
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sédio (0,2 M) e agua destilada. Entdo foi medida a viscosidade das amostras de QS
em cinco diferentes concentragdes, variando de 0,001 a 0,003 g.mL™?, em triplicata.

Para andlise da viscosidade das dispersfes utilizou-se um microviscosimetro
automatico, empregando as dispersfes de QS no volume de 150 pL. O principio da
medicdo € baseado na lei de Stokes, em que a viscosidade sera determinada pelo
tempo de rolamento de uma esfera sélida sob a influéncia da gravidade em um tubo
cilindrico inclinado preenchido com a amostra liquida.

Primeiramente foi obtida a viscosidade relativa (n) das dispersdes e a partir
desta calculou-se a viscosidade especifica (nsp); para a estimativa da viscosidade

intrinseca empregando a equacao de Huggins (Equacao 2):

o=l fe @

em que: n,, = viscosidade especifica; To - viscosidade reduzida; K y= coeficiente
sp C

de Huggins; [r] = viscosidade intrinseca; C = concentragdo de QS.

A viscosidade intrinseca da disperséo é obtida por meio de um grafico de T

em funcdo da C das dispersdes das amostras, por extrapolacao da reta.

Para a determinacdo da massa molar viscosimétrica média (Mw-KDa), a
equacdo empirica de Mark-Houwink Sakuraba, que relaciona a viscosidade
intrinseca & massa molar da QS, foi utilizada, conforme apresentado na Equagéo 3
(ALSARRA et al., 2002):

a
[r]= KM= 3)

em que: [7] = estimativa da viscosidade intrinseca da amostra obtida através da

regressao linear; K é a constante caracteristica do polimero, solvente e temperatura

e a é a constante que depende da geometria da molécula do polimero. Para a QS
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em um sistema solvente constituido de acido acético 0,1 M e cloreto de sédio 0,2 M,
a temperatura de 25 °C, K é 1,81.10° e a = 0,93 (ROBERTS, DOMSZY, 1982).
A medida da viscosidade intrinseca fornece uma forma simples e eficaz para

a determinagao da massa molar da QS.

3.2.1.3. Efeito do pH nareticulagcdo da QS com tripolifosfato de sodio
As mudancas no pH da dispersdo de QS em solucdo de acido acético 0,1 M
foram medidas em peagametro apds a adicao de solucao de TPP 0,1 % (m/v) pH 5,5
e 9,0 sob agitacdo magnética. O pH da mistura foi analisado ap0s a adicdo de
aliquotas de 1 mL até a adicéo final de 30 mL de solu¢do de TPP em ambos os pH.
Este ensaio teve por objetivo avaliar a influéncia do pH na formacédo das
nanoparticulas (BHUMKAR, POKHARKAR, 2006).

3.2.1.4. Efeito da condutividade na reticulacdao da QS com tripolifosfato de
sodio
Os estudos de condutividade foram realizados para acompanhar a reacdo de
reticulacdo da QS em solucédo de acido acético a 0,1 M com TPP 0,1 % (m/v). A
mudanca na condutividade foi medida apds a adicdo de TPP 0,1 % (m/v) pH 5,5 e
9,0 sob agitacdo magnética, empregando aliquotas de 1 mL até a adicao final de 30
mL de solucdo de TPP. As mudancas na condutividade foram analisadas para
avaliar as mudancgas ocorridas durante a formacdo das nanoparticulas (BHUMKAR,
POKHARKAR, 2006).

3.2.2. Desenvolvimento das nanoparticulas

3.2.2.1. Preparacéo das dispersdes de quitosana
As dispersbes de QS foram preparadas nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,3 e
0,5 % (m/v). A QS foi suspensa em solucao de acido acético glacial 0,75 % (v/v), a
mistura foi realizada com agitacdo mecanica por 24 horas a temperatura ambiente
(25 °C). Apo6s a completa solubilizacdo da QS, o pH foi ajustado para 4,8 com
solucdo aquosa de acido cloridrico 0,1 M (CALVO et al., 1997; CHEN; ZHANG,;
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HUANG, 2007). DisBa-01 na concentracdo de 150 pg.mL™ foi solubilizada na
solugéo de QS.

3.2.2.2. Preparacéo da solucéo de tripolifosfato de sédio
As solucbes de TPP foram preparadas com agua purificada, nas concentracdes
de 0,1 e 0,5 % (m/v), as misturas foram realizadas com agitacdo por 1 hora a
temperatura ambiente (25°C) para total solubilizacdo 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 concentragéo de 150 pg.mL™ foi solubilizada na solucdo de TPP pH 5,5.

3.2.2.3. Diagrama dos sistemas formados

Nas dispersdes de QS foram adicionadas varias concentragfes de TPP, sob
agitacdo mecanica, para construcdo de um diagrama de fases. Durante 0 processo
de titulacdo, os sistemas formados foram analisados visualmente e classificados
como solucdo, dispersdo opalescente e agregados. Apés a titulacdo, foram
calculadas as concentracdes de QS e TPP obtendo-se pontos os quais foram
utilizados na delimitacédo das diferentes regiées no diagrama de fases (CALVO et al.,
1997; CHEN; ZHANG; HUANG, 2007). A regido de dispersao opalescente formada

foi escolhida para ser estudada neste trabalho.

3.2.2.4. Preparacdo de nanoparticulas pela técnica de gotejamento manual
e bomba peristaltica

As nanoparticulas foram preparadas por gelificacdo ionotrépica das dispersdes
de QS com solucdes de TPP, de acordo com metodologia desenvolvida por Calvo et
al. 1997.

Diferentes volumes de solucdo de TPP (3, 6, 10, 15 e 30 mL) foram
adicionados por gotejamento manual ou bomba peristaltica sobre a dispersdo de QS
no volume de 30 mL sob agitagcdo mecanica a 390 rpm, temperatura ambiente (25°)
e ao contrario, a dispersdo de QS foi adicionada por gotejamento sobre a solucéo de
TPP. Para o gotejamento por bomba peristaltica foi utilizada uma seringa com

agulha 27.5g ¥, acoplada a bomba.
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3.2.3. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

3.2.3.1. Determinacdo do diametro médio e indice de polidispersidade
(Pdl) das nanoparticulas
O diametro médio e o indice de polidispersidade das nanoparticulas sem
DisBa-01 em disperséo e liofilizadas e das nanoparticulas com DisBa-01 em
dispersdo foram analisados. O diametro médio e o indice de polidispersidade das
nanoparticulas foram determinados através da técnica de espalhamento dindmico de
luz em comprimento de onda de 633 nm, a 25 °C em um angulo de 90°. Todas as
amostras foram diluidas com agua purificada antes de cada medida. As medidas
foram feitas em triplicata com 10 determinacdes do diametro para cada uma das
amostras (CSABA; KOPING-HOGGARD; ALONSO, 2010).

3.2.3.2. Determinacao do potencial zeta das nanoparticulas

O potencial zeta das nanoparticulas em dispersdo e liofilizadas e das
nanoparticulas com DisBa-01 em dispersdo foram determinadas através da
mobilidade eletroforética das amostras. As analises foram realizadas em Analisador
de particulas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments acoplado a um MPT — Multi
Purpose Titrator.

A medicao efetuada por este equipamento € baseada no efeito de Doppler, ou
seja, na alteracdo da frequéncia sofrida pela luz dispersa por uma particula em
movimento. A contagem dos fétons permite a elaboragcdo de um espectro de
frequéncia a partir do qual o potencial zeta das particulas pode ser calculado.

Para a realizacdo das medidas do potencial zeta, as amostras foram diluidas
em agua purificada, analisadas em triplicata e foram feitas 10 determinacdes de
potencial zeta para cada uma delas, calculando-se os valores médios e o0s
respectivos desvios padrdes (CSABA; KOPING-HOGGARD; ALONSO, 2010).
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3.2.3.3. Determinacdo da morfologia das nanoparticulas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV)

As analises morfologicas foram realizadas por MEV em modo alto vacuo, a
uma pressdo parcial no interior da camara de 1,33 mbar. As amostras foram
depositadas sobre suporte para microscopia eletronica de varredura. O estudo foi
feito apds secagem e formacao dos filmes das nanoparticulas com e sem DisBa-01.
Apos formacéao do filme de nanoparticulas, essas amostras foram depositadas sobre
pino de aluminio e fixadas em cola de carbono. Seguidamente, as amostras
tornaram-se condutoras por deposicdo de uma camada de carbono e foram
posteriormente analisadas. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se um feixe
de elétrons de 2.0 kV (CSABA; KOPING-HOGGARD; ALONSO, 2010).

3.2.3.4. Caracterizacdo fisica da QS, TPP e nanoparticulas sem e com
DisBa-01 por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
As amostras de QS, TPP, nanoparticulas com e sem DisBa-01 foram
analisadas por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier,
utilizando pastilhas de brometo de potéssio (KBr).
As amostras foram trituradas juntamente com KBr e os discos foram formados
em prensa hidraulica . Os discos formados foram transferidos para o equipamento, e

os espectros foram obtidos na regido de 4000 — 400 cm™.
3.2.4. Caracterizagcdo da DisBa-01

3.2.4.1. Caracterizacdo da DisBa-01 por espectroscopia de Dicroismo
Circular
Os espectros de dicroismo circular foram registrados utilizando-se um
espectropolarimetro, acoplado a um sistema de controle de temperatura no
Laboratorio de Biofisica Molecular, Instituto de Fisica de S&o Carlos da Universidade
de Sao Paulo (USP). Os espectros foram obtidos a 25 °C, na faixa A de 190 a 250
nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 mm de caminho O6ptico, em oito

varreduras consecutivas por amostra. Foi empregada a velocidade de varredura de
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50 nm.min™ 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 agua purificada, DisBa-01 na

solucdo de TPP e DisBa-01 nas nanopatrticulas.

3.2.4.2. Avaliacao do potencial zeta da DisBa-01

O potencial zeta da DisBa-01 em agua purificada (pH 6,8), tampéo fosfato
salino (pH 7,4), solugcéo de TPP (pH 5,5) e dispersdo de quitosana (pH 4,8) foram
determinadas através da mobilidade eletroforética das amostras. As analises foram
realizadas em Analisador de particulas ZetaSizer Nano-ZS, Malvern Instruments
acoplado a um MPT — Multi Purpose Titrator (CUN et al., 2011).

Para a realizacdo das medidas do potencial zeta as amostras foram
analisadas em triplicata, com 10 determinacdes de potencial zeta para cada uma

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

3.2.5. Avaliacédo da eficiéncia de encapsulacédo e capacidade de incorporacao
de DisBa-01 nas nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulacdo e a capacidade de incorporacdo da DisBa-01
nas nanoparticulas foram determinadas pela separacdo da proteina livre no
sobrenadante daquelas incorporadas nas nanoparticulas, através da técnica de
filtragdo-ultracentrifugacdo utilizando um filtro Amicon Ultral5 (Millipore) com
tamanho de 30 kDa.

Foram utilizados 5 mL das amostras de nanoparticulas com DisBa-01 que
foram centrifugadas a 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
liofilizado e ressuspendido em &gua purificada e transferido para placas contendo 16
pocos, onde 2 mL de reagente BCA (acido bicinchénico) foram adicionados sobre
200 pL do sobrenadante e analisados por espectrofotometria de ultravioleta-visivel a
562 nm. O método BCA combina a reducéo do cobre (Cu*? em Cu*') pela proteina
em um meio alcalino utilizando um reagente contendo &cido bicinchénico resultando

na formacdo de uma coloracao purpura. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacédo foi construida uma curva
padrdo de soro albumina bovina (BSA) a partir da solucéo estoque de 1 mg.mL™. A
BSA foi utilizada como proteina padrdo para a determinacdo da DisBa-01 nas
nanoparticulas (DUDHANI, KOSARAJU, 2010).

A capacidade de incorporacédo (Cl) e eficiéncia de encapsulacdo (EE) foram
calculadas através das equacdes 4 e 5, respectivamente. Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

ncentraca roteina — concentraca roteina livr
Cl (%): concentracédo total de p otel, a co c_gnt acao da proteina liv e><1OO @)
nanoparticulas liofilizad as
EE (% )= concentragao total de proteina — concentracdo da proteina I|vreX 100 (5)

concentracéo total de proteina

3.25.1. Avaliacdo de métodos diferentes de incorporacédo da DisBa-01 nas
nanoparticulas
Para o preparo das nanoparticulas contendo DisBa-01 foram avaliados dois
métodos de incorporacdo. O método A, consistiu em incorporar 150 pug.mL™ na
dispersdo de QS em 0,1 M de acido acético, em seguida, gotejar o TPP sob agitacéo
mecanica no volume de 5 mL. O método B consistiu na utilizacdo das mesmas
concentracdes de QS e 150 pg.mL™ de DisBa-01 foram adicionados na solucéo de
TPP e gotejados sobre as solucdes de QS (figura 8). Estes métodos foram avaliados
e calculados através da eficiéncia e capacidade de incorporagéo (Eq. 4 e 5).

Charlene Priscila Kiill



Materiais e Métodos 45

Figura 8. Representacdo dos métodos de incorporacdo da DisBa-01 nas nanoparticulas
empregadas.

Adaptado de KIM; KANG, 2008.

3.2.6. Avaliacdo da mucoadeséo das nanoparticulas

A mucosa nasal suina foi obtida de porcos domésticos de matadouros locais.
A metodologia utilizada para remocéo foi adaptada de Fransén, Bjork, Edsman
(2008), onde a cabeca foi separada do animal por uma incisdo ao longo do septo
nasal. O transporte até o laboratorio foi realizado em caixa refrigerada. Antes do
inicio do experimento, a mucosa nasal foi cuidadosamente removida das conchas
nasais e durante todo o experimento foi mantida em solucéo salina resfriada.

A determinacéo da forca mucoadesiva das nanoparticulas foi realizada em um
analisador de textura, que mede a forga aplicada na remoc¢ao da formulagéo a partir
de uma membrana modelo, para isso foi utilizada mucosa nasal suina (BRUSCHI et
al., 2007). As amostras foram fixadas a uma sonda cilindrica (10 mm de diametro)
com fita adesiva dupla face, enquanto que a mucosa nasal foi fixada a uma
plataforma de acrilico em banho-maria a 32 °C, que € a temperatura da cavidade
nasal. As nanoparticulas foram comparadas com padrées mucoadesivos conhecidos
na literatura que sao carbopol 974 (C974), carbopol 971 (C971) e policarbofil (PP)
(THIRAWONG et al., 2007). A figura 9 demonstra o equipamento utilizado nas

analises e a figura 10 demonstra o esquema do processo do teste mucoadesivo.
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Figura 9. Analisador de textura: 1 — probe Figura 10. Esquema da metodologia para
onde os polimeros compactados e em poé analise da mucoadesao das nanoparticulas.
foram fixados, 2 — anel de mucoadesao, 3
— banho a 32 °C e 4 — aquecedor. (b) anel
de mucoadesdo usado para prender a
mucosa nasal.

Adaptado de THIRAWONG et al., 2007.

A mucosa nasal foi hidratada durante 30 s em fluido nasal simulado (pH 6.0-
6.5) composto de 8 % (p/v) de mucina (Sigma-Aldrich) 7,45 mg.mL™ NaCl; 1,29
mg.mL™* KCI e 0,32 mg.mL* CaCl,.2H,O (MELON, 1968 apud CALLENS et al.,
2003) antes do inicio do teste. A sonda foi movida para baixo a uma velocidade de
0,5 mm.s™ para entrar em contato com a mucosa nasal suina em que foi avaliada a
forca adesiva das nanoparticulas e padrbes mucoadesivos. O ensaio teve por
objetivo simular a mucoadeséao das nanoparticulas sobre a mucosa nasal, os tempos
de contato testados foram de 30 s, 60 s e 120 s.

A partir dos resultados obtidos, foi construida a curva forga-distancia
utilizando o software Texture Exponent Lite, em que foram obtidos o trabalho de
adesdo (BRUSCHI et al., 2007) e a forca de destacamento (HAGERSTROM, 2003).

Todos os ensaios foram realizados em septuplicata.

3.2.7. Avaliacéo 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 n°
CCL-243; de leucemia mieloide crbénica) e HUVEC (ATCC n° PCS-100-010 de

células endoteliais de corddo umbilical), estes ensaios foram realizados no
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Laboratério de Imunologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Araraquara.

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na
capacidade das células viaveis de clivar o anel tetrazdlico presente no sal de MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio) pela acdo de enzimas
desidrogenases presentes na mitocéndria ativa, formando cristais de formazana
(MOSMANN, 1983).

A uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano foram distribuidos 100 pL
por cavidade das suspensdes de células K-562 ou HUVEC utilizando com “coating”
fibronectina e vitronectina, as células foram ajustadas a concentracdo de 5x10°
células/mL em meio de cultura IMEM-completo, denominado IMEM-C, composto de
Meio Essencial Minimo de Dubelcco Modificado por Iscove, contendo: 10% de soro
fetal bovino, 50 U.mL™ de penicilina, 0,1 ug.mL™ de estreptomicina e 0,25 pg.mL™* de
anfotericina. Nestas placas foram adicionados 100 uL de DisBa-01 (DB),
nanoparticulas sem DisBa-01(NPQS) e nanoparticulas com DisBa-01 (NPDB) nas
concentracbes de 200 nM, 500 nM, 1000 nM e 2000 nM, em diluicdo seriada, em
meio IMEM-completo. O controle negativo foi apenas meio de cultura e o tampéao
fosfato salino (PBS) foi considerado como controle positivo visto que as células e
amostras estavam diluidas nesse tampao, sendo consideradas 100% de viabilidade.

O experimento foi repetido trés vezes em ocasides diversas em triplicata. As
placas foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa contendo tensdo constante de 5
% de CO,. A seguir, foram adicionados 20 yL de uma solugdo concentrada de MTT
(5 mg.mL™? e meio IMEM-incompleto) em cada cavidade. Em seguida as placas
foram incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C, com tensédo de 5 % de CO,. ApoOs
esse procedimento, as placas foram centrifugadas a 800 xg por 10 minutos a 10 °C
em centrifuga refrigerada. Os sobrenadantes foram retirados por aspiracdo com
auxilio de uma micropipeta e descartados e as células foram tratadas com 100 pL de
isopropanol para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura da
densidade otica foi determinada em espectrofotémetro em UV/visivel a 540 nm com
filtro de referéncia de 620 nm.

A andalise estatistica foi realizada utilizando método de analise de variancia
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(ANOVA), seguido pelo teste t-Student na versdo de comparagbes multiplas de
Tukey-Kramer. Valores de p<0,05* p<0,01**, p<0,001*** foram considerados

estatisticamente significativos.

3.2.7.1. Avaliacéo da inibicdo da adesao de células K-562 e HUVEC

Os ensaios de inibicdo da adesdo foram feitos utilizando as células K-562
(ATCC n°® CCL-243; de leucemia mieloide crénica) e HUVEC (ATCC n° PCS-100-
010 de células endoteliais de corddo umbilical), estes ensaios foram realizados no
Laboratorio de Imunologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Araraquara.

Para o ensaio de inibicdo da ades&o celular foram utilizadas 5x10° células de
linhagem celular de K-562 e HUVEC em placas de 96 pocos previamente cobertos
com fibronectina e vitronectina, respectivamente. As proteinas adesivas fibronectina
e vitronectina foram selecionadas por serem proteinas adesivas que ajudam as
células tumorais a aderirem a matriz extracelular. A fibronectina apresenta afinidade
pelas integrinas asB; expressas em células K-562 e a vitronectina apresenta
afinidade pela integrina a3 expressa em células HUVEC.

Nestas placas foram adicionadas DisBa-01, DisBa-01 em nanoparticulas e
nanoparticulas nas concentracdes de 200 nM, 500 nM, 1000 nM e 2000 nM e
incubadas por 30 minutos a 37°C e 5% CO,. Apés a lavagem dos po¢cos com 0
tampdo de adesdo as células foram ressuspendidas em 240 uL de meio de cultura
para adesdo e 100 pL das suspensdes 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
37°C e 5% CO,, Os pocos recobertos por fibronectina e/ou vitronectina em tampéo
fosfato salina (PBS) que s6 receberam as células sem a DisBa-01 foram chamados
de controle positivo de adesao, e como controle negativo, 0S po¢os que receberam
somente PBS e 2% de BSA.

O contetdo dos pocos foi descartado e lavado com tampédo de adesdo e a
capacidade de inibicdo da adesdo foi avaliada pelo método colorimétrico cristal
violeta em espectrofotometro a 570 nm (KAUSKOT et al.,, 2008; RAMOS et al.,
2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo da quitosana

4.1.1. Determinacédo do grau de desacetilagcédo da quitosana

O grau de desacetilacéo (GD) é uma caracteristica importante, pois determina
a quantidade de grupos amino protonados (-NHs3") na cadeia polimérica da QS.
Quanto maior a quantidade destes grupos, maior sera a repulsédo eletrostatica entre
as cadeias e maior a solvatacdo em agua, ja que a QS é insollvel em agua e soluvel
em acidos organicos como 0 acido acético resultando em solu¢des viscosas
(MATHUR; NARANG, 1990). A presenca dos grupos amino protonados permite que
a QS interaja eletrostaticamente com TPP e proteinas, além de permitir interacdo
eletrostatica com a mucina presente no muco nasal, 0 que é importante para este
trabalho. O método utilizado para determinacdo do GD da QS foi o de primeira
derivada por espectroscopia na regido do ultravioleta. Este método permite uma
andlise simples e rapida, pois ndo sofre influéncia de impurezas (TAN et al., 1998).

A determinacdo do método de primeira derivada foi através da regressao
linear da reta obtido pela curva analitica de NAG em solugéo de &cido acético a 0,01
mols.L™? (Figura 11):

Figura 11. Curva analitica de primeira derivada de NAG a 204 nm.

0,0

-0,2 4

-0,4

-0,6 4

Primeira derivada (A/nm)

-0,8

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

N- acetilgicosamina (ug.mL™)

Charlene Priscila Kiill



Resultados e Discussdo 50

Com a regressdo linear da primeira derivada de NAG obteve-se um r? =
0,9985, indicando a linearidade da curva. Quando concentra¢fes diferentes de acido
acético sdo analisadas (0,01; 0,02 e 0,03 pug.mL™) utilizando a 4gua como branco,
observa-se a convergéncia de todos o0s espectros para um ponto comum em 204
nm, chamado de ponto isosbéstico, que corresponde ao comprimento maximo de
absorcdo da NAG, tornando sua determinagéo independente da concentragcéo de
acido acético.

Os espectros de primeira derivada de NAG e &cido acético estédo na figura 12.

Figura 12. Espectro de primeira derivada de solugdes de NAG em diferentes concentragdes
(ng.mL™) em &cido acético a 0,01 mols.L™ na regido do UV em 204 nm.

00z 4

0,02

Absocrbancia

-0.04

-0.06

-0.08

014

T T T T T 1T I
200 225 280 275 200 225

Compri mento de onda [nm}

O GD da QS foi calculado de acordo com a equacgéao (1) e o valor do GD da
QS empregada € 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 nanoparticulas apresenta uma porcentagem elevada de

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

4.1.2. Determinacdo da massa molar da QS por microviscosimetria
A determinacdo da massa molar da QS foi obtida pelo célculo da viscosidade

intrinseca, primeiramente calculada a viscosidade relativa, especifica e reduzida. A
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viscosidade relativa da solucéo representa a razao entre a viscosidade da solucéo e
a do solvente, e a diferenca entre elas fornece a viscosidade especifica. A
viscosidade aumenta com a concentracdo de soluto e a relagcéo entre a viscosidade
especifica e a concentracédo é chamada viscosidade reduzida (RICHARDS, 1980).

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

reduzida para solucdes de QS.

Tabela 3. Valores de viscosidade relativa, especifica e reduzida das soluc¢des de QS.

C(g.mL™") Tempo de escoamento (s) NRel Nsp Nred
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 intrinseca esté relacionada as dimensdes moleculares (volume
hidrodindmico) de cadeias poliméricas isoladas. A determinacdo da viscosidade
intrinseca € um dos métodos simples para a verificagdo da massa molar dos
polimeros, além de permitir a obtencdo de informacdes referentes as interacdes
polimero-solvente (TAGER, 1978).

Quando em dispersdo os polimeros como a QS apresentam entrelagcamentos
entre as cadeias poliméricas que tornam-se limitados com a adicdo de agua devido
a viscosidade da solucdo aumentar linearmente com o aumento da concentragéo do
polimero, portanto, as sobreposicdes das cadeias tornam-se mais importantes e a
viscosidade relativa da solucdo aumenta significativamente com a concentragao, 0
gue € possivel observar na tabela 3.

A Figura 13 apresenta a relacdo entre a concentracdo (C) e viscosidade

nsp

reduzida ( c ), usada para a determinacao da viscosidade intrinseca ([77]).
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Figura 13. Relacao entre a concentragdo (C) e viscosidade reduzida (%), usada para a

determinag&o da viscosidade intrinseca ([77]).
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Foi obtido um coeficiente de ajuste, r* igual a 0,9150, demonstrando uma boa
linearidade dos dados experimentais obtidos. A massa molar (MM) média da QS foi
calculada pela equagéo de Mark-Houwink (Eqg. 3), cujo valor da [77] encontrado foi de
2,470 g.mL™. Os valores de K e a utilizados foram de 1,81.10° g.mL™ e 0,93,
respectivamente, para um sistema solvente constituido de acido acético 0,1 M e
cloreto de sédio 0,2 M. O valor da MM média da QS encontrada foi de 235.000

g.mol™.

4.1.3. Efeito do pH e da condutividade na reticulagdo da QS com
tripolifosfato de sédio
A QS tem pK,; = 6,3, € policatibnica quando dissolvida em meio &cido e
apresenta grupos amino protonados (NHsz"). O TPP (NasP301o) dissolvido em agua
dissocia-se tanto em ions hidroxila quanto tripolifosférico.
A reticulacdo da QS é dependente da disponibilidade dos sitios cati6nicos e

as espécies carregadas negativamente. Assim o pH da solucao de TPP (0,1 % m/v)
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desempenha um papel significativo na reticulagcdo da QS. Portanto, duas diferentes
condicbes de pH 5,5 e 9,0 de TPP (0,1 % m/v) foram utilizados para obtencéo de
nanoparticulas reticuladas com QS.

Quando o pH do TPP foi ajustado para 5,5, h4 predominio de cargas
negativas dos ions fosforico. No entanto, em pH 9,0, ambos os ions hidroxila e
fosforico apresentam carga e podem competir uns com 0s outros para interagir com
grupos amino da QS.

Os estudos de condutividade foram realizados para avaliar o efeito do pH em
relacdo as mudancas relativas de espécies iOnicas, refletindo a natureza da
reticulacdo com a mudanca no pH do TPP.

Inicialmente a QS foi solubilizada em solu¢cdo de &cido acético 0,1 M (pH
3,10), em que grupos amino livre ficaram hidratados. A adigdo de TPP em pH 5,5
promoveu a interacao dos ions fosférico com os grupos amino da dispersédo de QS

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

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

com fons fosféricos e o aumento da condutividade se deu apds 0,034 mg.mL™ de
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TPP (pH 5,5). Apbés o ponto de equivaléncia houve um aumento da condutividade
devido ao aumento de ions H+. O processo € denominado de reticulagéo ibnica.

Quando o pH da solucdo de TPP foi elevado para pH 9,0 e este adicionado a
dispersdo de QS, houve a diminuicdo da condutividade que foi observada até a
adicéo de 0,042 mg.mL™ de TPP como pode ser observado na figura 14. Como dito
acima, o TPP em pH 9,0, tanto os ions hidroxila quanto fosférico estdo presentes e
competem entre si para interagir com 0s grupos amino da QS (DUDHANI;
KOSARAJU, 2010), portanto os ions hidroxila estdo ligados aos grupos amino
desprotonados.

O pH do sistema nanoparticulado foi monitorado ap6s a adicdo de TPP em
diferentes pH (5,5 e 9,0). E possivel notar que a adi¢cdo de TPP em pH 9,0 promove
alteracdo do pH do sistema, enquanto que o pH do sistema se manteve inalterado
no caso da reticulacdo com TPP pH 5,5, observado na figura 15. Assim, a
reticulacéo foi efetuada por desprotonacdo quando o pH do TPP € 9,0, enquanto o
complexo QS - TPP em pH 5,5 foi formado pela interacdo idnica da QS, carregada
positivamente com os ions fosférico negativos. Portanto o mecanismo de reticulagcéo
da QS - TPP pode ser tanto por desprotonacdo ou interacao iénica (LAM et al.,
2006).

Figura 15. Curva de titulagéo: efeito do pH do TPP.
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Estudos mostram que a estabilidade de suspensdes nanoparticuladas podem
ser obtidas mediante o monitoramento do pH em funcao do tempo. A alteracéo do pH
pode ser indicio de degradacéo do polimero (SCHAFFAZICK et al., 2003a) e podem
levar ao aumento do tamanho médio das nanoparticulas, isso pode ocorrer devido ao
aumento da insolubilidade da QS com o aumento nos valores de pH. Com o
aumento da insolubilidade, a QS comeca a agregar-se na suspensao, promovendo o0
aumento nos valores de diametro das nanoparticulas, por isso a importancia do
monitoramento do pH.

Portanto o pH da solucéo de TPP escolhido para o preparo das nanoparticulas
foi o pH 5,5, 0 qual ndo apresentou variacdes apos adicdo de TPP sobre a disperséo
de QS.

4.2. Desenvolvimento das nanoparticulas

4.2.1. Diagrama dos sistemas formados
Estes estudos foram realizados a fim de identificar as melhores
concentracbes de QS e TPP mais adequadas para a formacdo das nanoparticulas
através da técnica de gelificacdo ionotropica. As misturas resultantes foram
classificadas visualmente como solucao (S), regido em que nao ha formacédo de
nanoparticulas, dispersdo opalescente (DO), que é a regido de interesse e com
maior probabilidade de formacdo das nanopatrticulas, e agregado (A), regido no qual

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

Figura 16. Classificacdo visual das amostras em (a) solucéo, (b) dispersdo opalescente e
(c) agregados.
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Apoés o célculo das concentracdes finais das dispersoes, foi construido um
diagrama de fases em funcdo da concentracdo de cada componente como
observadas na figura 17, e delimitadas as diferentes regides formadas.

Figura 17. Diagrama de fase dos sistemas formados e determinac&o das regides de solucéo
(S), dispersédo opalescente (DO) e agregados (A).
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Na regido classificada como agregados ha grande quantidade de TPP e
excesso de grupos fosfato. Em concentracbes acima de 1,25 mg.mL™* é possivel
observar formacdo de sistema opaco devido a formagédo de agregados, como 0s
grupos amino estéo ligados, o excesso de grupos fosfato livres levam a formacao de
agregados e também ao contrério, o excesso de grupos amino livre devido ao
excesso de QS levam a formacao de agregados devido a auséncia de ligacdes de
todos os grupos fosfato o que nos mostra concentracbes inadequadas para
formacgé&o das nanoparticulas.

Na regido de dispersao opalescente € possivel observar as regibes de
formacdo das nanoparticulas (CALVO et al.,, 1997), que sé € possivel com
concentracdes especificas de QS e TPP (WU et al., 2005; XU; DU, 2003). A regiao
classificada como DO obteve uma concentragéo entre 0,8- 3,33 mg.mL™ de QS e

0,25 - 0,85 mg.mL™* de TPP em que houve formacado de nanoparticulas.
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A regido classificada como solu¢céo apresenta concentracdo de QS entre 0,9 e
4,5mg.mL* e 0,2 e 0,8 mg.mL™ de TPP, sendo assim, as concentracées entre QS e
TPP ndo apresentam-se adequadas para formacdo de nanoparticulas, pois
apresenta uma alta concentracdo de QS e baixa concentracdo de TPP, com isso
nem todos 0s grupos amino da QS ligam-se aos grupamentos fosfato,
permanecendo muitos grupos amino livres ndo promovendo a reticulacdo e
formacdo das nanoparticulas.

Quando a concentracdo 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, conseglentemente ocorre a
formacdo de nanoparticulas (Figura 18B). Quando a quantidade de TPP é maior do
gue a quantidade estequiométrica para neutralizacdo das cargas positivas da cadeia
de QS, podendo formar microparticulas (SILVA, 2006).

Figura 18. (A) Estrutura quimica da QS, (B) reticulacdo da QS com TPP na formagédo das
nanoparticulas.

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

obtencédo das nanoparticulas.

Tabela 4. Estudo das concentracdes finais adequadas de QS e TPP apés formacdo das
nanoparticulas.

Qs TPP 0,1 % (mg.mL™) TPP 0,5 % (mg.mL%)

-1
(mg.mL") 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 possivel observar que a regido de solugcédo é formada em
concentracdes de QS de 0,01 a 0,25 mg.mL™ e TPP 0,009 e 0,0016 mg.mL™, nesta
regido a concentracdo de QS é maior que a de TPP, portanto este & solubilizado e
ndo € suficiente para promover a reticulacdo de toda a QS para formar as
nanoparticulas.

Na regido de DO foi identificada a formacdo de nanoparticulas nas
concentracdes de 0,01 a 0,25 mg.mL™ de QS e concentracdes de 0,0025 a 0,041
mg.mL™ de TPP, esta regido apresenta quantidades de TPP e QS suficientes para a
formacao das nanoparticulas.

A regido de formacao de agregados é observada somente com concentracdes
de TPP acima de 0,625 a 0,125 mg.mL™, sendo que o excesso de TPP pode

promover a formacéo de agregados.

4.3. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas

4.3.1. Distribuicdo granulométrica das nanoparticulas
O tamanho médio das nanoparticulas e a distribuicdo do tamanho, medida
pelo indice de polidispersdo (Pdl), sdo parametros muito importantes na area de

nanotecnologia farmacéutica.
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O tamanho das nanoparticulas depende de varios fatores como: método de
preparacdo, natureza do material utilizado, peso molecular e concentragdo do
polimero, caracteristicas fisico-quimicas do farmaco encapsulado e a velocidade de
agitacdo (LEGRAND et al.,, 1999). Em relagdo a estabilidade, o tamanho das
nanoparticulas € importante, pois pode evidenciar a tendéncia destes sistemas a
agregacéao ao longo do tempo (SCHAFFAZICK et al., 2003b).

O tamanho das particulas é de extrema importancia quando se utiliza
nanoparticulas de QS como carreadores de proteinas que sdo absorvidos pela
mucosa nasal. Se o tamanho das nanoparticulas for muito grande, acima de 400 nm,
a area superficial diminui e, a absorcdo também diminui. Se o tamanho da
nanoparticula € muito pequeno, abaixo de 200 nm, as nanoparticulas séao facilmente
removidas, porque torna-se impossivel a fixacdo na mucosa nasal. Acredita-se que o0
tamanho apropriado para as nanoparticulas seria entre 200-400 nm (KIM; KANG,
2008).

As nanoparticulas de QS foram preparadas através de gelificacéo ionotrépica
com solucdo de TPP com auxilio de bomba peristaltica e agitacdo mecanica. A
tabela 5 apresenta a distribuicdo de didmetro médio das nanoparticulas obtidas no
diagrama dos sistemas formados utilizando QS a 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5 % (m/v) e TPP a
0,1e 0,5 % (m/v).

Tabela 5. Didametro médio, Pdl e potencial zeta de todas as nanoparticulas preparadas por
bomba peristaltica.

(continua)

Amostra [QSlfinar | [TPPliina Razao Diametro ol Potencial
(mg.mLY | (mg.mL?Y) | QS:TPP (nm) zeta (mV)

NPQS1 9 0,9091 0,0909 10:1 304+626 | 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 11 1120+ 220 | 0,886 18,1+ 0,34
NPQS1_13 0,9091 0,4545 2:1 318 + 14,7 0,391 | 215+1,52
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Tabela 5. Didmetro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta de todas as
nanoparticulas preparadas por bomba peristaltica.

(continuacéo)

Amosira [QS]fina | [TPPlfina Razao Diametro ol Potencial

(mg.mL™Y) | (mg.mL™) QS:TPP (nm) zeta (mV)

NPQS1 14 0,8333 0,8333 1:1 2390 £ 509 0,695 17,8+ 1,35
NPQS1_15 0,6667 1,667 0,41 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 | 15 0.25 6:1 303+1,70 | 0,35 | 300,70
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 0,41 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 15 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 1,81 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. Didmetro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta de todas as
nanoparticulas preparadas por bomba peristaltica.

(concluséo)

Amostra [QS]fina | [TPPlfina Razao Diametro ol Potencial
(mg.mL™Y) | (mg.mL™) QS:TPP (nm) 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 0,332 479+ 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 11 815 £+ 162 0,655 3,09 £ 0,50

Para a continuagdo dos estudos foram selecionadas as nanoparticulas
NPQS2_ 19, NPQS3 30 e NPQS5 3, encontradas na regido de DO. Todas as
nanoparticulas selecionadas apresentaram diametro médio entre 200 e 400 nm e
indice de polidispersidade menor que 0,4, o que garante a homogeneidade do
sistema formado. Além disso, foram escolhidas nanoparticulas com diferentes
concentracbes de QS, sendo possivel avaliar a influéncia da concentracdo de QS.
As nanoparticulas selecionadas para posteriores caracterizacdes e incorporacéo da
DisBa-01 serdo nomeadas de NPQS2, NPQS3 e NPQS5, sendo que 0s numeros
representam a concentracdo de QS. Quando DisBa-01 for incorporada serao
nomeadas de NPQS2-DB, NPQS3-DB e NPQS5-DB.

4.3.2. Comparacdo dos meétodos de preparo das nanoparticulas por
determinacédo do diametro médio e PdI
Em ambos os métodos de obtencdo das nanoparticulas, tanto por

gotejamento por bomba peristaltica quanto por gotejamento manual, foram utilizadas
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as mesmas quantidades de TPP 0,1 % (m/v) e QS nas concentracdes de 0,2 %
(NPQS2); 0,3 % (NPQS3) e 0,5 % (NPQS5) (m/v).

Ao fazermos a adigdo lenta do TPP com auxilio da bomba peristéltica ha uma
reducdo no diametro médio das particulas, promovendo a diminuicdo do indice de
polidispersidade, indicando a formacao de um sistema mais homogéneo, o que pode
ser visualizado na figura 19.

Figura 19. Comparagdo dos diametros médios (colunas) e indice de polidispersidade
(linhas) das nanoparticulas obtidas pelo processo de gelificagédo ionotrdpica.
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Quando TPP é adicionado lentamente, o meio reacional dispbe de tempo
maior para o arranjo ordenado das cadeias poliméricas de QS e este arranjo mais
ordenado, possibilita a obtencédo de nanoparticulas menores. A adicdo lenta do TPP
favoreceu sua difusédo no interior das cadeias de QS, favorecendo a interagdo entre
o TPP e a QS tornando as nanoparticulas menores.

Por outro lado, a adicdo rapida do TPP dificultou sua difusdo, o que ocorre
com gotejamento manual. A adicao rapida promoveu a reticulagdo da superficie da
nanoparticula dificultando a interiorizacdo do TPP, consequentemente, com o interior
menos reticulado, as cadeias de QS permanecem mais estendidas e as
nanoparticulas obtidas sdo maiores (SILVA, 2006).
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Foi possivel observar que as nanoparticulas preparadas com auxilio da
bomba peristaltica apresentaram indice de polidispersidade entre 0,3 e 0,4, que
aumenta significativamente (p < 0,05) quando as nanoparticulas sao preparadas
com adicdo manual de TPP (Pdl > 0,6), evidenciando a formacdo de sistemas
heterogéneos. Portanto, a utilizacdo da bomba peristaltica e agitacdo mecanica
permitiram a obtencgéo de sistemas mais homogéneos. Em razdo disso, optou-se por
realizar todos 0s ensaios com as nanoparticulas preparadas somente com auxilio da
bomba peristéltica garantindo assim que o sistema formando seja homogéneo para
a incorporacao da DisBa-01.

A nanoparticula NPQS2, apresentou diametro médio de 303 nm + 1,70 nm e
indice de polidispersidade de 0,39. A nanoparticula NPQSS3, o diametro médio ficou
entre 312 nm £ 2,87 nm, e o indice de polidispersidade foi de 0,35. Por fim, a
nanoparticula NPQS5, o didametro médio desta amostra foi de 280 nm + 2,16 nm e 0
indice de polidispersidade foi de 0,24, o que indica que todas as amostras sao

monodispersas e a distribuicdo de tamanho € homogénea (Tabela 6).

Tabela 6. Diametro médio e Pdl das nanoparticulas pelo processo de gelificacdo
ionotropica.

) Diametro médio (nm) das
Nanoparticulas ) , Pdl
nanoparticulas sem DisBa-01

NPQS2 303 +1,70 0,39
NPQS3 312 +£2,87 0,35
NPQS5 280 + 2,16 0,24

O baixo peso molecular da QS influéncia o didametro médio das
nanoparticulas, isso pode ser explicado pela diminuicdo da viscosidade e
simultaneamente pela habilidade da QS de baixo peso molecular de formar
estruturas menores, estes resultados estdo de acordo com resultados anteriores de
nanoparticulas de QS preparadas por gelificacdo ionotropica (JANES; ALONSO;
2003).
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4.3.3. Determinacao do potencial zeta das nanoparticulas

O potencial zeta das nanoparticulas também foi avaliado, uma vez que ele
influencia na estabilidade das dispersfes coloidais. Um valor em médulo de
potencial zeta entre |30 - 60 mV| € considerado importante para a estabilidade das
nanoparticulas, uma vez que as forcas repulsivas evitam agregacfes entre as
nanoparticulas em dispersédo (LEGRAND et al., 1999; SCHAFFAZICK et al., 2003a).

As nanoparticulas NPQS2, NPQS3 e NPQS5 obtidas tanto por gotejamento
com bomba peristaltica quanto por gotejamento manual foram analisadas quanto ao
potencial zeta.

Observamos na figura 20 que quando as nanoparticulas foram preparadas
por gotejamento manual, ha uma diminuicéo significativa do potencial zeta (p < 0,05)
quando comparado com as nanoparticulas preparadas com a bomba peristéltica.
Para nanoparticulas preparadas por gotejamento manual, os valores de potencial
zeta estdo abaixo de +30 mV, sendo assim as nanoparticulas formadas né&o
apresentam forcas repulsivas superficiais suficientes para evitar que elas se

agreguem o que pode levar a desestabilizacdo do sistema formado.

Figura 20. Comparacédo das técnicas de obtencdo das nanoparticulas através do potencial
zeta.
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Assim a técnica de gotejamento através da bomba peristaltica se mostrou
eficiente na obtencdo das nanoparticulas, pois os valores de potencial zeta
apresentaram-se acima de +30 mV em todas as concentracbes de QS utilizadas,
indicando que as nanoparticulas formadas séo estaveis.

Os resultados obtidos do potencial zeta das nanoparticulas, com valores
elevados e positivos pode favorecer a interacdo das nanoparticulas com a mucosa
nasal. E interessante que as nanoparticulas apresentem essa carga de superficie
positiva, uma vez que a mucina, glicoproteina do muco, possui grupos sialicos de
carga negativa e atraves das interacdes eletrostaticas entre eles € possivel fazer
com que a formulagcdo permaneca mais tempo na mucosa nasal o que pode
melhorar a absorgéo da DisBa-01.

Podemos entéo concluir que o potencial zeta das nanoparticulas apresentam
diferencas estatisticas (p < 0,05), o que nos permite dizer que o aumento da
concentracdo de QS afeta a carga de superficie das nanoparticulas, na medida em
gue aumentamos a concentracdo de QS o potencial zeta das nanoparticulas

aumenta.

4.3.4. Efeito da liofilizacdo sobre as nanoparticulas

A liofilizacdo € uma das técnicas mais utilizadas para producdo de pds secos
a partir de suspensdes de nanoparticulas a fim de aumentar a estabilidade quimica
da amostra. Estudos relatam que a maior dificuldade em se produzir as
nanoparticulas é sua instabilidade em meio aquoso (CHACON et al.,1999), podendo
ocorrer agregacao e fusao das nanoparticulas apos um longo periodo de estocagem
(AUVILLAIN et al., 1989). Diante disso, varias metodologias tém sido utilizadas para
atenuar ou eliminar agua que pode promover a instabilidade destes sistemas
nanoparticulados por spray-drying (POHLMANN et al., 2002) e liofilizagéo
(AUVILLAIN et al.,, 1989; BOZDAG et al, 2005; HIRSJARVI; PELTONEN;
HIRVONEN, 2009; SCHAFFAZICK et al., 2003a; SCHAFFAZICK et al., 2003b). No
processo de liofilizagcdo o sistema é submetido a dois estresses importantes que
podem afetar sua estabilidade fisica, o congelamento e a sublimagdo (MENDOZA et
al., 2009).
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A fim de verificar a influéncia da liofilizacdo sobre as nanoparticulas
escolhidas para incorporacédo da DisBa-01, o diametro médio e potencial zeta foram
avaliados antes e ap0s o processo de liofilizacdo das nanoparticulas.

Ao analisar a figura 21, é possivel observar que as nanoparticulas nao
liofiizadas apresentam diametro médio entre 200 e 400 nm, com valores de
potencial zeta entre +30 mV e +50 mV, indicando a estabilidade das suspensdes de

nanoparticulas.

Figura 21. Efeito da liofilizagdo sobre o didmetro médio (colunas) e potencial zeta (linhas)
das nanopatrticulas.
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Quando as nanoparticulas sao submetidas ao processo de liofilizacao
apresentam aumento no diametro médio, indicando a formacdo de sistemas
heterogéneos, com diametros acima de 500 nm as quais nao sao interessantes para
administracdo por via nasal, pois particulas grandes podem ser facilmente
removidas da circulacdo sistémica por células do sistema fagocitario mononuclear
(KIM; KANG, 2008).

O potencial zeta de todas as nanoparticulas liofilizadas diminuiu
significativamente (p < 0,05), o que indica que a liofilizagdo pode ter promovido a
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agregacado das nanoparticulas, isso se deve ao maior contato destas nanoparticulas
durante o congelamento (estado sélido) levando a diminuicdo da densidade das
cargas superficiais que permitem que as nanoparticulas mantenham-se estaveis.

Uma alternativa muito utilizada para garantir que as nanoparticulas possam
ser liofilizadas permitindo assim que a estabilidade do sistema e da proteina
incorporada seja mantida é a utilizacdo de crioprotetores. Dentre os crioprotetores
mais comuns na literatura estdo os acucares tais como a trealose, sacarose, glicose,
manitol (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI, 2006). O efeito protetor destes
constituintes pode ser atribuido a formagdo de uma matriz amorfa ao redor das
nanoparticulas, promovendo um espacamento entre as mesmas, evitando assim, a
agregacdo durante o congelamento, tornando-as redispersiveis e estaveis (SAEZ et
al., 2000).

Este ensaio demonstrou que a liofilizacdo das nanoparticulas de quitosana
sem o uso de crioprotetores promove o0 aumento do diametro médio e a diminuicéao
do potencial zeta, portanto a liofilizacdo das nanoparticulas deve ser realizada com o
uso de crioprotetores que evitam a agregacao e fusdo das nanoparticulas permitindo
gue sejam redispersiveis e continuem a ter o mesmo didmetro obtido antes do

processo de liofilizago.

4.3.5. Caracterizacdo fisica da QS, TPP e nanoparticulas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
As amostras de QS, TPP e nanoparticulas foram analisadas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier.
O TPP apresentou suas bandas caracteristicas na regido de 1157 cm™
relacionado ao grupamento fosfato P=O e 904 cm™ ao grupamento P-O-P (WU et
al., 2005) e em 617 cm™ aparecem as vibracdes de deformacdo, como pode ser

observado na figura 22.
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Figura 22. Espectro de infravermelho do TPP.
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O espectro da QS apresenta banda em 3446 cm™ do estiramento O-H
sobreposta a de N-H que aumenta e desloca-se no espectro das nanoparticulas de
QS e passa a apresentar valores de 3427 cm™, o que pode indicar a reticulagéo da
QS com TPP através de ligacbes de hidrogénio 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 nanoparticulas apresentados na figura 23 acima, as
bandas em 1652 cm™ e 1550 cm™ do espectro da QS é modificada, e duas novas
bandas surgem em 1635 cm™-1560 cm™, 1646 cm™-1560 cm™ e 1652 cm™-1517
cm™ para NPQS2, NPQS3 e NPQS5, respectivamente. As bandas 1652-1553 cm™
correspondente a C=0 e N-H e pode caracterizar a QS pura, enquanto que o
alargamento dessas bandas pode caracterizar a formagdo das nanoparticulas,
indicando a interagcédo entre a QS e o TPP (LAMEIRO et al., 2006). O aumento e
deslocamento das bandas de amida Il da NPQS5 de 1553 cm™ para 1517 cm™ pode
indicar que a QS pode estar envolvida em ligacdes cruzadas com grupos fosfato do
TPP.

As bandas de absorcdo em 1064 cm™, 1076 cm™ e 1041 cm?, e das
nanoparticulas NPQS2, NPQS3 e NPQS5, respectivamente, apresentam vibracdes
envolvendo o estiramento C-O que é caracteristico da estrutura sacarosidica da QS.

As pequenas bandas em 894 cm™ e 1210 cm™ presente na NPQS5 e as
bandas em 894 cm™ e 1151 cm™ presentes na NPQS3 sdo caracteristicos da
estrutura do TPP podendo indicar a presenca dele nas nanoparticulas formadas.

Os espectros de infravermelho foram importantes, pois permitiram a
caracterizagdo quimica dos materiais utilizados neste trabalho, assim como elucidar

os tipos de ligacbes quimicas presentes nas nanoparticulas.
4.4. Caracterizagdo da DisBa-01

44.1. Espectroscopia de Dicroismo Circular

Os espectros de dicroismo circular obtidos serviram para auxiliar na
identificacdo da estrutura da DisBa-01 apds a sua incorporacdo nas nanoparticulas.
Se nao houver diferencas significativas, pode-se afirmar que a incorporacdo da
DisBa-01 na solucdo de TPP 0,1% (m/v) e nas nanoparticulas ndo altera a
conformacdo da proteina (SREERAMA; VENYAMINOV; WOODY, 2001;
SREERAMA; WOODY, 2000).

As amostras DisBa-01 solubilizada em &gua purificada e solubilizada em

solucéo de TPP 0,1 % (m/v), e incorporadas assim como no desenvolvimento das
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nanopatrticulas. O espectro de dicroismo circular da DisBa-01 em agua mostra uma
banda negativa intensa em 200 nm, semelhante aos espectros de proteinas
desordenadas (LUCCA; HANSEN; OLIVA, 2006), (Figura 24).

Figura 24. Espectroscopia de dicroismo circular de DisBa-01 em agua.

A incorporacdo da DisBa-01 na solucdo de TPP 0,1 % (m/v), ndo alterou a
estrutura desordenada da DisBa-01 e o espectro de dicroismo permaneceu com 0

mesmo pico negativo préximo de 200 nm, como observado na figura 25.

Figura 25. Espectroscopia de dicroismo circular de DisBa-01 em solucéo de TPP.
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A analise dos espectros de dicroismo da DisBa-01 nas nanoparticulas néo foi
possivel devido a presenca de bandas de amida presentes na estrutura da QS que
sdo cromoforos e podem ser detectadas pelo espectro de dicroismo circular na
regido de absorcdo da DisBa-01, sendo assim a presenca dessas bandas nas
nanoparticulas interfere no espectro de dicroismo ndo sendo possivel identificar a

presenca de DisBa-01.

4.4.2. Avaliacao do potencial zeta da DisBa-01

A avaliacdo do potencial zeta foi realizado com o objetivo de verificar a
estabilidade da DisBa-01 em agua purificada, tampédo 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 nanoparticulas esta entre 4,8 e 5,5 devido ao pH de QS e TPP ser entre estes
valores. Portanto quando o pH esta abaixo do pl, a proteina apresenta-se com
carga superficial positiva e valores de potencial zeta elevados, 0 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 agua 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 agua ou PBS, estes meios apresentam
valores de pH acima do pl da proteina, portanto as cargas negativas estdo na
superficie e podem ser evidenciadas pelo potencial zeta negativo, mostrado na
tabela 7.
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4.5. Caracterizacao fisico-quimica das nanoparticulas com DisBa-01
45.1. Determinagdo do diametro médio e Pdl das nanoparticulas com

DisBa-01

A tabela 8 apresenta o diametro médio e Pdl das nanoparticulas apos

incorporacgéo da DisBa-01.

Tabela 8. Diametro médio e Pdl das nanoparticulas com DisBa-01.

Nanoparticulas

com DisBa-01 Diametro médio (nm) Pdl
NPQS2 364,5+ 14 0,40
NPQS3 302,74 0,41
NPQS5 644 £ 12 0,54

Na nanoparticula NPQS2, observamos que antes da incorporacdo de 150

ng.mL? de DisBa-01 as nanoparticulas apresentaram-se com diametro médio de

303 nm £ 1,70 nm e indice de polidispersidade de 0,39 sendo caracterizado como

sistema unimodal (figura 26). Apés a incorporacdo da DisBa-01, o diametro médio

passou para 364,5 nm + 14 nm e o indice de polidispersidade aumentou para 0,40,

porém o aumento do diametro e do indice de polidispersidade ndo alterou a

homogeneidade do sistema formado apdés a incorporacdo da DisBa-01 nas

nanoparticulas.
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Figura 26. Diametro médio das nanoparticulas NPQS2 (—) e NPQS2-DisBa 01(---).
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A nanoparticula NPQS3, apresentou um indice de polidispersidade de 0,35 e
didmetro médio de 312 nm + 2,87 nm indicando que a distribuicdo granulométrica é
homogénea (Figura 27), apos a incorporacao da DisBa-01 o sistema apresentou um
pequeno aumento no indice de polidispersdo que passou para 0,41 e o diametro
médio passou a ser de 302,7 nm £ 4 nm, observamos entao que a incorporacao da
DisBa-01 ndo afetou a homogeneidade da nanoparticula formada. Ao comparar 0s
didmetros da NPQS3 com a NPQS3-DisBa-01 nota-se uma pequena diminuicdo no

diametro médio que nao é significativo.
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Figura 27. Diametro médio das nanoparticulas NPQS3 (—) e NPQS3-DisBa-01 (---).
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A nanoparticula NPQS5 apresentou um diametro médio de 279 nm £ 2,16 nm
e indice de polidispersidade de 0,24 (Figura 28) indicando a formag¢do de um

sistema unimodal. ApGs a incorporacdo da DisBa-01, foi possivel observar que o

didametro médio aumenta significativamente (p < 0,05) para 644 nm £ 12 nm e o

indice de polidispersidade passa a ser de 0,54 promovendo a formacdo de um

sistema heterogéneo.
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Figura 28. Diametro médio das nanoparticulas NPQS5 (—) e NPQS5-DisBa-01 (---).
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A NPQS5, com maior concentracdo de QS, foi a que apresentou a formacéao
de um sistema heterogéneo, caracterizado pelo aumento significativo do indice de
polidispersidade (p < 0,05), ndo apresentado-se satisfatoria para a administracdo
nasal devido ao aumento significativo no diametro médio, porém os demais testes
serdo realizados para caracteriza-la melhor.

As nanoparticulas NPQS2 e NPQS3 nado apresentaram diferengas no indice
de polidispersidade (p > 0,05), o que evidencia que a incorporacdo da DisBa-01
nessas nanoparticulas néo influenciou na distribuicdo granulométrica, determinando

gue as nanoparticulas NPQS2 e NPQS3 podem ser potenciais sistemas para a
administracao nasal da DisBa-01.

45.2. Determinacao do potencial zeta das nanoparticulas com DisBa-01
Apoés a incorporacdo da DisBa-01 nas nanoparticulas houve um aumento
significativo no potencial zeta de todas as nanoparticulas de QS, o que pode indicar

gue ha uma carga adicional de DisBa-01 na superficie das nanoparticulas formadas
(Figura 29).

Charlene Priscila Kiill



Resultados e Discussdo 76

Figura 29. Potencial zeta das nanoparticulas com e sem DisBa-01.
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O potencial zeta da nanoparticula 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 desejavel que um sistema nanoestruturado apresente uma
carga de superficie elevada, ja que as for¢as repulsivas tendem a evitar agregagao
em funcdo das colisbes das nanoparticulas. Outro fator importante para as
nanoparticulas apresentarem cargas superficiais positivas € a interagdo com a
superficie mucosal através das interacdes eletrostaticas com grupos sialicos
presentes no muco, podendo facilitar a absorcdo da DisBa-01 através da promocéao
da reorganizacdo estrutural das proteinas associadas as juncdes intercelulares
(BRAVO-OSUNA et al., 2007).

Como o ponto isoelétrico da DisBa-01 é 6,3 (PONTES, 2006; RAMOS, 2005)
e o0 pH do sistema nanoparticulado formado esta entre 4,8 e 5,5, abaixo do ponto
isoelétrico (pl), a proteina apresenta-se com carga superficial positiva, 0 que pode

contribuir para o0 aumento do potencial zeta, isso também pode sugerir que ha
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DisBa-01 ndo incorporada ou na superficie das nanoparticulas de QS, que serd

confirmado através da eficiéncia de incorporagéo da proteina.

4.5.3. Caracterizacdo fisica das nanoparticulas com DisBa-01 por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

O espectro de infravermelho das nanoparticulas NPQS2, NPQS3 e NPQS5

sem DisBa-01 apresentam bandas em 3427 cm™ do estiramento O-H sobreposta a

de N-H e alargado no espectro das nanoparticulas NPQS3-DisBa-01 e NPQS5-

DisBa-01 que passa a apresentar valores de 3446 cm™, o que pode indicar ligacbes

de hidrogénio intra e intermoleculares da QS com a DisBa-01, possivelmente devido

a presenca de aminoacidos como a arginina, glicina e acido aspartatico presentes na

estrutura da DisBa-01 ou devido a presenca de grupamentos N-H e OH na estrutura

desses aminoacidos 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 nanoparticulas ha um alargamento nas
bandas de amida | e Il que passam a ser 1635 cm™ - 1563 cm'1 para NPQS2-DisBa-
01 e 1637 cm™ - 1553 cm™ para NPQS3-DisBa-01 e NPQS5-DisBa-01. As bandas
de amida | na regido de 1620 cm™ - 1640 cm™ ap6s a incorporacdo da DisBa-01
pode indicar a presenca de aminoacidos presentes na desintegrina como a arginina
que apresenta bandas entre 1633 cm™ - 1636 cm™, como observado na figura 30.

Através dos espectros de infravermelho foi possivel identificar as bandas
presentes nas nanoparticulas com DisBa-01 e constatar que mesmo apds sua
incorporacdo, as nanoparticulas apresentaram-se com espectros semelhantes as
nanoparticulas sem DisBa-01, isso pode sugerir que a desintegrina incorporada nao

afetou na formacao das nanoparticulas de QS.

45.4. Determinacao da morfologia das nanoparticulas com e sem DisBa-
01 por MEV

A MEV foi realizada a fim de verificar a morfologia das nanoparticulas. As

figuras 31 - 33 representam as fotomicrografias das nanoparticulas sem e com

DisBa-01, respectivamente.

Figura 31. Fotomicrografia da nanoparticula NPQS2 (A) e NPQS2-DisBa-01 (B) no
aumento de 50.000x.
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Figura 32. Fotomicrografia da nanoparticula NPQS3 (A) e NPQS3-DisBa-01(B) no aumento
de 50.000x.

A

Figura 33. Fotomicrografia da nanoparticula NPQS5 (A) e NPQS5-DisBa-01 (B) no
aumento de 50.000x.
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E possivel observar que nas nanoparticulas NPQS2 e NPQS5 apds a
incorporacdo de DisBa-01 houve um aumento no diametro médio, o que é
corroborado com os dados obtidos por espalhamento dinamico de luz.

Todas as nanoparticulas formadas apresentam-se com forma quase esférica,

0 que pode evidenciar que a DisBa-01 nédo interfere na formato das nanoparticulas.
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4.6. Avaliacdo dos métodos de incorporacao da DisBa-01 nas nanoparticulas
por meio da eficiéncia e capacidade de incorporacao

Os dois métodos de incorporacéao testados diferem quanto a adicdo de DisBa-
01 na dispersao de QS (método A) ou solucéo de TPP (método B), como descrito no
item 3.2.5. A fim de avaliar a eficiéncia de incorporacéo da DisBa-01 pelos dos dois
métodos, a NPQS2 foi selecionada e preparada pelo método A e B e utilizada para
comparacdo com as demais nanoparticulas preparadas pelo método B de
incorporacdo. A determinacdo da quantidade de DisBa-01 associada as
nanoparticulas & especialmente complexa devido ao tamanho reduzido destas, o
gue dificulta a separacéo da fracao de DisBa-01 livre da frag&o incorporada.

Para determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo e da capacidade de carga
das nanoparticulas foi construida uma curva padrao a partir de uma solugéo estoque
de 1 mg.mL™" de solucéio de BSA, utilizada como proteina padrdo para determinacéo
de outras proteinas. Através da curva padrao construida nas concentracdes de 30
ng.mL™ — 90 pg.mL™* de BSA (Figura 34), e a partir da equacéio da regressao linear
obtida, foi possivel determinar a concentracdo de DisBa-01 livre em 5 mL de
sobrenadante, que foi determinado pelo ensaio de proteina BCA a 562 nm (CHEN;
ZHANG; HUANG, 2007).

Figura 34. Curva padréo de BSA, obtida por espectroscopia do UV-visivel a 562 nm.
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Ao fim da determinagdo da concentracdo de DisBa-01 livre, foi possivel
determinar a eficiéncia e capacidade de incorporacdo da desintegrina nas
nanoparticulas. A eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de incorporacdo foram
calculadas através das equacdes 4 e 5.

A tabela 9 mostra os valores da eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de
incorporacao obtida para cada um dos experimentos propostos. Os valores de
eficiéncia de encapsulacdo encontrados na literatura, utilizando o mesmo método da
gelificacdo ionotrépica, apresentam uma faixa ampla de valores, semelhantes aos
apresentados neste trabalho (CSABA; KOPING-HOGGARD; XU, DU, 2003).

Tabela 9. Avaliacdo da eficiéncia de incorporacdo (El) e capacidade de incorporacéo (Cl)

das nanoparticulas com DisBa-01 em relag&o ao volume final de sobrenadante (5 mL).

Amostras [Déiz;?}l])"we [DiS?Z;rﬂr_cf)rporada El (%) | Cl (%)
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 eficiéncia de incorporacéo neste trabalho variaram
de 34 % a 71,9 %, que sao considerados altos. Chen e colaboradores (2007)
também verificaram os mesmos valores de eficiéncia de incorporacdo de proteinas
pelo método de gelificacao ionotrdpica.

Quando comparamos os métodos A e B para NPQS2 e NPQS2-DisBa-01
notamos que a DisBa-01 solubilizada na solugdo de QS favoreceu a eficiéncia de
incorporacao quando comparado a DisBa-01 solubilizada em solugéo de TPP, que
pode ter ocorrido devido as maiores interacdes eletrostaticas entre grupos amino
livres da QS com a desintegrina.

Quando comparamos 0 método B com nanoparticulas formadas por
diferentes concentracdes de QS, € possivel observar que a maior concentracao de

QS (0,5 % mlv), foi a que obteve menor eficiéncia de incorporacdo. Vanderberg e
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colaboradores (2001) relataram que a natureza altamente viscosa do meio de

gelificacao dificulta a encapsulacdo de proteinas.

4.7. Avaliagcdo da mucoadesao das nanoparticulas

A utilizacdo de QS como polimero mucoadesivo tem sido muito explorada na
preparacdo de nanoparticulas como sistema de liberagdo nasal devido as interacdes
eletrostaticas deste polimero com o0s grupos sialicos da mucina que compfe a
camada do muco na cavidade nasal. Portanto, devido as propriedades de
mucoadesdo da QS, os ensaios de mucoadesdo foram realizados com as
nanoparticulas de QS e comparados com polimeros mucoadesivos, este ensaio tem
por finalidade avaliar a mucoadeséo das nanoparticulas em mucosa nasal suina.

As amostras de nanoparticulas NPQS2, NPQS3 e NPQS5 exibiram um
comportamento distinto. Os valores de forca méaxima de destacamento (Fyp) foram
dependentes do tempo usando a mucosa nasal suina, enquanto para os polimeros
mucoadesivos este comportamento sO foi observado apds 120 s. Os resultados da

Fuo das nanoparticulas e polimeros padrdes sdo mostrados na figura 35.

Figura 35. Forca maxima de destacamento das nanoparticulas sobre a mucosa nasal suina.
*Diferencas estatisticamente significativa entre todas as amostras nos mesmos tempos testados
(p<0,05).
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Os resultados na figura 35 demonstram que nao ha diferencas significativas
na Fyp em relagdo aos tempos de contatos de 30 s e 60 s (p>0,05) entre polimeros e
nanoparticulas, 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 intimo entre
polimeros, nanoparticulas e a superficie da mucosa nasal permitindo a
interprenetracdo das cadeias poliméricas por meio de ligacdes intermoleculares,
sendo assim, o tempo foi suficiente para promover o0 intumescimento e a
mucoadesao (THIRAWONG et al., 2007).

Ao observarmos a figura 36, notamos que a presenca de QS sobre a
superficie das nanoparticulas aumentou significativamente (p < 0,05) o
comportamento mucoadesivo da NPQS3 e NPQS5 nos tempos de 60 s e 120s.
Esses resultados séo condizentes com os obtidos por Tobyn (1995) e Wong (1999),
no qual diferentes tipos de polimeros (QS, PP, hidropropilmetilcelulose de sddio) e
modelos de mucosas foram utilizados.

Neste caso, 0s resultados sugerem que o aumento do trabalho de
mucoadesao (Tyua) € devido ao grau de hidratagdo e o intumescimento do polimero
que é suficiente para expandir a rede polimérica mucoadesiva. Além do aumento do
tempo de contato, a concentracdo de QS nas nanoparticulas pode promover a
interdifusdo e o entrelagcamento entre QS e as cadeias de mucina na mucosa nasal

suina.
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Figura 36. Trabalho de mucoadeséao (Tya) das nanoparticulas sobre a mucosa nasal suina.
(Letras diferentes indicam diferencas 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 mucoadesdo e melhorar a absorcdo de proteinas, como a DisBa-01
(SOANE et al., 2001). Isto também pode ser explicado pela teoria da adsorcao, em
que a QS presente nas nanoparticulas exibe fortes propriedades mucoadesivas
devido a formacédo de ligagcbes de hidrogénio entre cargas positivas dos grupos
amino da QS e cargas carregadas negativamente de residuos de acido sialico da
mucina (JANES, 2001; CARVALHO, 2010), prolongando assim o tempo de contato
entre as nanoparticulas e a camada de muco (SOANE et al., 2001).

Ao avaliar as nanoparticulas em concentracdes acima de 3 mg.mL™ de QS,
observa-se que houve um aumento da mucoadesdo, proporcionando fortes
propriedades mucoadesivas devido ao aumento dos grupos amino da QS que
podem interagir com mais mucina carregada negativamente. Os resultados sobre as
nanoparticulas com DisBa-01 foram semelhantes ao das nanoparticulas sem DisBa-
01, concluindo que o encapsulamento da proteina ndo alterou as propriedades

mucoadesivas das nanoparticulas.
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4.8. Avaliacao viabilidade celular de células K-562 e HUVEC pela técnica de
MTT

Inicialmente, foi realizado um teste para verificar o potencial citotdxico 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
formacao de cristais de formazana, produto formado pela redugéo do anel tetrazdlio.
A reducdo de MTT ocorre principalmente na mitocdndria através da acdo da
succinato desidrogenase fornecendo entdo uma medida da funcdo mitocondrial
(Mosmann 1983). As células utilizadas foram células de leucemia mieloide cronica
(K-562) e células endoteliais (HUVEC).

A citotoxicidade das nanoparticulas sem DisBa-01 e com DisBa-01 foram
avaliadas pela adicdo das mesmas a cultura celular de K-562 e HUVEC. Foram
realizadas diluicdes seriadas com diferentes concentragbes de DisBa-01,
nanoparticulas com e sem DisBa-01. Os resultados do ensaio de citotoxicidade na
figura 37 e 38 indicaram que DisBa-01, nanoparticulas com e sem DisBa-01 nas
concentragbes testadas nao 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. Avaliacdo da inibicdo da adeséo de células K-562

A figura 39 apresenta os resultados do ensaio de inibicdo da adesdo de
células K-562, os resultados estdo expressos em porcentagem de células aderidas a
fibronectina (FN), tendo como controle positivo as células incubadas com FN em
PBS considerados como 100 % de adesé&o.

Os resultados mostram que DisBa-01 nao foi capaz de inibir a adesao celular
mediada por fibronectina em baixas concentra¢gdes (200 nM e 500 nM), uma vez que
previamente incubadas com células K-562 n&o foi capaz de impedir que as mesmas
se aderissem a fibronectina (COMINETTI, 2004).

O efeito inibitorio na adeséo das células a fibronectina é desempenhado pelo
motivo RGD presente na DisBa-01 que € capaz de inibir a integrina asp; (RAMOS,
2005; RAMOS et al., 2008).

As células K-562 expressam em suas membranas grandes quantidades da
integrina asB; (NATH et al.,1999), quando analisamos DisBa-01 nas concentracdes
de 1000 nM e 2000 nM a inibicdo da adesdo é 4 a 6% de inibicdo. DisBa-01

apresentou uma curva dose-resposta em forma de sino, exercendo um efeito
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estimulador na adesado das células K-562 em baixas concentracfes e em elevadas
concentracbes este efeito foi diminuido, apresentando um efeito inibitério, porém
este efeito foi fraco, o que pode indicar uma fraca especificidade de DisBa-01 com a
integrina asB; para inibir a adesdo celular de K-562 a fibronectina (REYNOLDS,
2010).

Figura 39. Porcentagem de células K-562 aderidas a placas recobertas com fibronectina -
(p<0,001* séo estatisticamente significativos para DB, NPDB 500 nM, 1000 nM e 2000 nM).

140
120
100 - /«_\ ~ N

80 A

60 -

40 A

% células aderidas

0 500 1000 1500 2000

Concentragao (nM)

Legenda: (—# DisBa-01; -0~ NP; ¥~ NPDB (nanoparticula com DisBa-01; —<&— FN e % BSA)

Quando analisamos as nanoparticulas com e sem DisBa-01, observamos que
em relacéo a inibicdo de K-562 por DisBa-01 estas amostras apresentam diferencas
significativas nas concentractes acima de 500 nM, chegando a 92% de inibicdo da
adesdo para NP-2000 nM e 83% de inibicdo para NPDB-2000 nM, o que evidencia
que as nanoparticulas tém um efeito sobre a inibicdo da adeséo, porém ndo esta
relacionado com a inibigdo das integrinas.

A possivel explicacdo para a inibicdo da adesdo das células K-562 pelas
nanoparticulas pode estar relacionada a alta afinidade que as nanoparticulas de
quitosana apresentam pelas células tumorais devido a fortes interaces
eletrostaticas entre as cargas negativas das células tumorais e as cargas positivas
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das nanoparticulas de quitosana, assim as células de K-562 estariam ligadas as
nanoparticulas, o que sugere que haja um impedimento das células se ligarem a
fibronectina, este mecanismo seria importante pois inibiria a adesao destas células
tumorais a matriz extracelular (DONG, FENG, 2004; LEE, LIM, KIM, 2002; WILHELM
et al., 2003).

4.10. Avaliacédo da inibicdo da adeséao de células HUVEC

A figura 40 apresenta os resultados do ensaio de inibicAo da adeséo de
células HUVEC, os resultados estédo expressos em porcentagem de células aderidas
a vitronectina (VN), tendo como controle positivo células incubadas com VN em PBS

considerados como 100% de adesao.

Figura 40. Porcentagem de células HUVEC aderidas a placas recobertas com vitronectina -

(p<0,05* para valores estatisticamente significativos).
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Os resultados demonstram que DisBa-01 foi capaz de inibir a adesao celular
de HUVEC mediada por vitronectina em todas as concentracdes testadas,
entretanto, a concentracdo de 200 nM e 1000 nM apresentaram maior inibicdo da
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adesdo chegando a 77,6% e 74,85%, respectivamente (COMINETTI, 2004;
PONTES, 2006).

O efeito inibitério na adesdo das células a vitronectina € desempenhado pelo
motivo RGD presente na DisBa-01 que é capaz de inibir as integrina ay3 (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 nanoparticulas com DisBa-01, observa-
se que todas as concentracdes apresentaram inibicdo da adesdo, porém, com o
aumento da concentragdo ha também o aumento de células aderidas, o que
promove a diminuicdo da inibicdo da adesdo de células HUVEC a vitronectina.
Estes resultados podem evidenciar que quando DisBa-01 esta nas nanoparticulas a
curva dose-resposta apresenta formato de J, em que a inibicdo celular € maior em
baixas concentracbes e quando hd uma aumento das concentracdes este efeito

inibitorio é perdido, portanto a inibicdo da adesédo € menor (REYNOLDS, 2010).
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CONCLUSOES

As nanoparticulas de quitosana com diferentes razées de quitosana e TPP
foram obtidas com éxito pela técnica de gelificacdo ionotrdpica, tanto na presenca
guanto na auséncia de DisBa-01. Essa técnica permitiu encapsular a DisBa-01 com
adequada eficiéncia, pois € um método eficaz para a encapsulagéo de proteinas.

As analises fisico-quimicas mostraram que as nanoparticulas obtidas
apresentaram forma praticamente esférica e diametro entre 280 e 312 nm e apos
incorporagao de DisBa-01 o diametro ficou entre 300 e 644 nm, em que as melhores
caracteristicas granulométricas mais adequadas entre as nanoparticulas de
guitosana foram obtidas com as concentragdes de 0,2 % (m/v) e 0,3 % (m/v). As
medidas de potencial zeta sugerem que 0 quitosana encontra-se disposta na
superficie das nanoparticulas e apds incorporacdo de DisBa-01 sugere que a
desintegrina também esteja na superficie das nanoparticulas.

Os estudos de mucoadesdo das nanoparticulas mostraram que a
mucoadesdo das nanoparticulas aumenta com o aumento da concentracdo de
guitosana e o tempo de contato com a mucosa nasal suina, o que evidencia que
guanto maior o tempo de contato maior é a ligacdo com a mucina e assim, maior a
mucoadeséao.

Os ensaios de viabilidade celular em células K-562 e HUVEC sugere que
todas as amostras e concentragbes testadas ndo promoveram alteracbes na
viabilidade celular ap6s 24 horas de ensaio.

Nos ensaios de inibicdo da adeséo de células K-562, os resultados mostram
que DisBa-01 nao foi capaz de inibir a adeséo celular mediada por fibronectina em
baixas concentracdes, quando analisamos DisBa-01 nas concentrac6es de 1000 nM
e 2000 nM a inibicdo da adesao € 4 a 6% de inibicdo, o que pode indicar uma fraca
especificidade de DisBa-01 com a integrina asf3;.

Nos ensaios de inibicdo da adesdo para células HUVEC, demonstram que
DisBa-01 foi capaz de inibir a adesao celular de HUVEC mediada por vitronectina

em todas as concentragfes testadas, entretanto, a concentragdo de 200 nM e 1000
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nM apresentaram maior inibicdo da adesdo chegando a 77,6% e 74,85%,
respectivamente.

Dessa maneira, o trabalho demonstra que as nanoparticulas de quitosana
podem apresentar um potencial sistema de liberacdo desta proteina. As
nanoparticulas contendo DisBa-01 sdo potenciais sistemas de liberagdo controlada
para aplicacdo no tratamento de doencas como o cancer. Estudos posteriores

deverao ser realizados para avaliacéo deste potencial.
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PERPECTIVAS FUTURAS

Moléculas catibnicas como a quitosana tém sido muito utilizadas no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de proteinas que podem ser
administradas por via nasal. As nanoparticulas de quitosana podem interagir com a
superficie de absorcdo da mucosa, a qual € carregada negativamente em pH
fisiolégico, devido a natureza quimica das membranas celulares e das moléculas de
mucina. Essa observacdo é base do mecanismo proposto para polimeros
catidbnicos, como a quitosana, cuja mucoadesdo € estabelecida pelas interacdes
eletrostaticas com 0s grupos sialicos da mucina presente no muco, além de
promover a absorcdo de moléculas hidrofilicas pela promoc¢do da reorganizacéo
estrutural das proteinas associadas as juncles intercelulares. A via nasal tem
gerado grande interesse como rota alternativa para administracdo de proteinas e 0os
sistemas mucoadesivos tem sido empregados para diminuir a remocdo da
formulacdo pelos mecanismos de depuracdo mucociliar, permitindo maior contato
entre a formulacdo e o local de absor¢cdo na cavidade nasal além de favorecer a
passagem de farmacos através da barreira hematoencefalica atigindo o SNC. Os
glioblastomas multiformes (GBMs) sado o0s tumores mais invasivos do sistema
nervoso central, sua invasividade esta relacionada com a interagdo com
glicoproteinas da matriz extracelular, como a vitronectina e fibronectina. Estas
glicoproteinas interagem com integrinas presentes nas células tumorais facilitando a
adesdo e migracdo destas células no tecido cerebral. As integrinas, asB1 a,Bs, e a3
sao fortemente expressas em GBMs, e podem ser utilizadas como moléculas alvo na
terapia contra o cancer no sistema nervoso central. Os inibidores de integrinas
conhecidos como desintegrinas, vém sendo consideradas potentes inibidores da
adesdo celular e utilizadas no combate de diversas patologias, entre elas, o cancer.
A desintegrina cilengitide tém sido estudada contra GBMs, pois inibe as integrinas
avBs, avPBs e asB;. Outra desintegrina é a DisBa-01, que interage especificamente
com as integrinas ayBsz e asP; exibindo potentes propriedades anti-tumorais.
Entretanto a aplicacdo de proteinas terapéuticas é limitada frequentemente pela
baixa estabilidade em fluidos fisiolégicos, potencial imunogénico e alergénico, assim

como a baixa biodisponibilidade. Para contornar estes problemas, tem-se buscado
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novos sistemas de liberacdo de farmacos e rotas alternativas de administracéo,
como por exemplo, a via nasal. Assim, para a continuacdo desta pesquisa sera
avaliado o efeito das nanoparticulas de quitosana administradas por via nasal como
carreadores de desintegrinas para o cérebro e promover a liberagdo no sitio tumoral
por inibicdo das integrinas especificas presentes nos glioblastomas, podendo ser

uma alternativa para a terapia anti-tumoral.
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