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gives you meaning and purpose and life is empty 
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RESUMO 

 

As doenças lisossômicas de depósito (DLDs) compreendem cerca de 70 

desordens genéticas ocasionadas por mutações em proteínas críticas para o 

funcionamento dos lisossomos. Apesar de serem consideradas raras quando 

isoladas, as DLDs afetam coletivamente 1 a cada 5.000 nascidos vivos, 

tornando-as significativas doenças metabólicas da infância. Dentre as DLDs, 

encontra-se a doença de Niemann-Pick C (NPC), a qual é caracterizada por um 

engarrafamento lipídico intracelular ocasionado pela mutação nos genes NPC1 

ou NPC2 e consequente acúmulo de colesterol e glicoesfingolipídios dentro do 

compartimento endossomal/lisossomal das células. A NPC apresenta, assim 

como a maioria das DLDs, envolvimento neurológico.  Ainda não existe cura 

para NPC, mas inúmeros estudos vêm demonstrando a utilização benéfica da 

β-ciclodextrina (β-CD) devido à sua capacidade de mobilizar o colesterol 

acumulado dos lisossomos para a corrente sanguínea. Entretanto, a principal 

desvantagem apresentada pela β-CD é a sua incapacidade em atravessar a 

barreira hemato-encefálica (BHE). A procura por novos sistemas de liberação 

de fármacos tem sido muito relevante no sentido de se estabelecerem 

alternativas terapêuticas mais eficientes, que possibilitem administrar os 

fármacos com maior segurança, com efeitos colaterais minimizados e nos 

locais de ação específicos. Nesse sentido, a estrutura tridimensional flexível 

torna as nanopartículas lipídicas (fases esponja e microemulsões) formadas 

por monoleína excelentes candidatas ao carreamento de fármacos e enzimas. 

No desenvolvimento de carreadores nanométricos direcionados ao sistema 

nervoso central (SNC), o polissorbato 80 vem demonstrando ser o tensoativo 

mais indicado. Considerando o exposto, o objetivo deste trabalho foi o 

desenvolvimento de uma nanopartícula-plataforma, capaz de atravessar a BHE 

e liberar enzimas/fármacos dentro dos lisossomos. Além disso, utilizando a 

plataforma como ponto de partida, objetivou-se a incorporação de β-CD e 

assim o desenvolvimento de uma nanopartícula para o tratamento da NPC. Por 

fim, buscou-se avaliar o potencial citotóxico das nanopartículas previamente 

desenvolvidas. As nanopartículas foram caracterizadas por espalhamento 

dinâmico de luz (DLS), espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS) e 
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por criomicroscopia eletrônica de transmissão (cryo-MET). As nanopartículas 

consideradas como plataformas (NS) apresentaram diâmetro médio de cerca 

de 115 nm, enquanto que as nanopartículas contendo β-CD apresentaram 

(NSβ-CD) diâmetro médio de cerca de 120 nm. Os perfis de espalhamento 

obtidos por SAXS para ambas nanopartículas desenvolvidas ajustaram-se ao 

modelo matemático de Teubner-Strey, aplicado com sucesso para descrever 

microemulsões e fases esponja. Os resultados de cryo-TEM corroboraram os 

resultados de SAXS e DLS, demonstrando a presença de estruturas com fase 

interna bicontínua desordenada com tamanho médio próximo a 100 nm. 

Através da utilização de cumarina-6 foi possível determinar que as NS e NSβ-CD 

atingiram os lisossomos após 1 hora de incubação na cultura celular. As 

nanopartículas foram rastreadas in vivo e se mostraram capazes de atingir o 

tecido cerebral, conferindo grande vantagem em relação às terapias 

comumente utilizadas. As nanopartículas foram capazes, também, de atingir o 

tecido hepático, que está amplamente comprometido em doenças como a 

NPC. Além disso, a NSβ-CD mostrou atividade em reduzir os níveis de colesterol 

acumulado em fibroblastos dérmicos derivados de pacientes NPC. Tanto NS, 

quanto NSβ-CD não causaram hemólise, um pré-requisito para administração 

parenteral, não apresentaram citotoxicidade e genotoxiciddade. Além disso, 

não causaram perturbações oxidativas/nitrativas quando incubadas com 

fibroblastos de pacientes NPC. As nanopartículas desenvolvidas neste projeto 

apresentaram resultados bastante promissores quanto à sua utilização para o 

tratamento de DLDs e, em particular, de NPC. 
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ABSTRACT 

 

Lysosomal storage diseases (LSDs) comprise about 70 genetic disorders 

caused by mutations in critical proteins to lysosomes functioning. Although they 

are considered rare when isolated, LSDs collectively affect 1 in 5,000 live births, 

making them significant childhood metabolic diseases. Among the LSDs is 

Niemann-Pick type C (NPC) disease, which is characterized by intracellular lipid 

impairment caused by mutation in NPC1 or NPC2 genes and consequent 

accumulation of cholesterol and glycosphingolipids inside the 

endosomal/lysosomal cell compartment. NPC presents neurological 

impairment, as most LSDs. There is still no cure for NPC, but several studies 

have demonstrated the beneficial use of β-cyclodextrin (β-CD) because of its 

ability to mobilize accumulated cholesterol from lysosomes into the 

bloodstream. However, the main disadvantage presented by free β-CD is the 

inability to cross the blood-brain barrier (BBB). The search for new drug delivery 

systems has been very relevant in order to establish more efficient therapeutic 

alternatives, that allow to administer drugs with greater security, minimized side 

effects and in the specific sites of action. In this sense, the flexible three-

dimensional structure makes the lipidic nanoparticles (sponge phases and 

microemulsions) formed by monoolein excellent candidates for the transport of 

drugs and enzymes. In the development of nanometric carriers directed to the 

central nervous system (CNS), polysorbate 80 has been shown to be the most 

indicated surfactant. Considering the above, the objective of this work was the 

development of a nanoparticle-platform, able to cross the BBB and release 

drugs/enzymes into the lysosomes. In addition, using the platform as a starting 

point, the objective was to incorporate β-CD in a nanoparticle for NPC 

treatment. Finally, we aimed to evaluate the cytotoxic potential of previously 

developed nanoparticles. The nanoparticles were characterized by dynamic 

light scattering (DLS), small angle X ray scattering (SAXS) and by cryogenic 

transmission electron microscopy (cryo-TEM). The nanoparticles considered as 

platforms (NS) had an average diameter of about 115 nm, whereas 

nanoparticles containing β-CD (NSβ-CD) had a mean diameter of about 120 nm. 

The scattering profiles obtained by SAXS for both nanoparticles were adjusted 
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to the Teubner-Strey mathematical model, successfully applied to describe 

microemulsions and sponge phases. The cryo-TEM results corroborated the 

results of SAXS and DLS, demonstrating the presence of structures with a 

disordered bicontinuous inner phase and with an average size close to 100 nm. 

By using coumarin-6 it was possible to track NS and NSβ-CD into cells, and 

results showed that the NS reached the lysosomes after 1 hour of incubation 

with healthy fibroblasts, and NSβ-CD remain in NPC fibroblasts for at least 3 

hours. The nanoparticles were tracked in vivo and reached the brain tissue, 

which confers great advantage over the commonly used therapies. The 

nanoparticles were also able to target hepatic tissue, which is extensively 

involved in diseases such as NPC. In addition, NSβ-CD induced a decrease in 

cholesterol accumulation when incubated with dermal NPC fibroblasts patients-

derived. Both NS and NSβ-CD did not cause hemolysis, a pre-requisite for 

parenteral administration, did not show cytotoxicity and genotoxicity. In addition, 

they did not cause oxidative/nitrative disturbances when incubated with 

fibroblasts from NPC patients. The nanoparticles developed in this project 

presented very promising results regarding their use for the treatment of LSDs, 

in particular NPC. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3β,5α,6β-triol - Colestano-3β,5α,6β-triol 

7-KC - Cetocolesterol 

ApoB - Apolipoproteína B 

ApoE - Apolipoproteína E 

ApoE-C - Apolipoproteína E ligada ao colesterol 

BHE - Barreira hematoencefálica 

CAT - Catalase 

CE - Colesterol esterificado 

CG-MS/MS - Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas em tandem  

DLDs - Doenças lisossômicas de depósito 

EIM - Erros Inatos do Metabolismo  

ERN - Espécies reativas de nitrogênio 

ERO - Espécies reativas de oxigênio 

FDA - Órgão americano regulador de alimentos e medicamentos - “Food and Drug 

Administration” 

GRAS - do inglês, geralmente reconhecido como seguro - “Generally Recognized As Safe” 

H2O2 - Peróxido de hidrogênio 

LAL - Lipase ácida lisossomal 

LC-MS/MS - Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem  

LDL - Lipoproteína de baixa densidade 

NPC - Niemann- Pick tipo C 

NS - Nanopartículas 

NS
F
 - Nanopartículas fluorescentes - coradas com cumarina-6 

NS
F

β-CD - Nanopartículas com β-ciclodextrina coradas com cumarina-6 

NSβ-CD - Nanopartículas com β-ciclodextrina 

O2
•- 

- Íon superóxido 

SNC - Sistema nervoso central 

SOD - Superóxido dismutase 

TER - Terapia de reposição enzimática 

VLDL - Lipoproteína de muito baixa densidade 

β-CD - β-ciclodextrina 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Erros Inatos do Metabolismo  

 

 Erros Inatos do Metabolismo (EIM) são desordens genéticas 

caracterizadas pela síntese alterada de uma proteína, geralmente uma enzima, 

que pode ter sua atividade parcial ou totalmente reduzida. O resultado dessa 

síntese errônea é o bloqueio de determinada via metabólica com consequente 

acúmulo de substratos e seus derivados e diminuição de produtos. A 

repercussão clínica deste bloqueio metabólico é variável, sendo geralmente 

grave ou letal (Scriver et al., 2000). 

 Segundo Saudubray (2001), os EIM podem ser classificados em três 

grandes grupos com base em sua fisiopatologia:  

a) Distúrbios na síntese ou degradação de macromoléculas complexas. As 

doenças enquadradas neste grupo apresentam sintomas permanentes, 

progressivos, não dependentes de eventos intercorrentes e não relacionados 

à ingesta alimentar. Fazem parte deste grupo as doenças lisossômicas de 

depósito (ex.: doença de Gaucher, doença de Fabry, mucopolissacaridoses, 

Niemann-Pick, etc.) e as desordens peroxissomais (ex.: adrenoleucodistrofia 

ligada ao cromossomo X, doença de Refsum, síndrome de Zellweger etc.).  

b) Erros inatos do metabolismo intermediário. As doenças incluídas neste 

grupo podem levar à intoxicação aguda (quadros de acidose metabólica, 

vômitos, letargia e desidratação) ou intoxicação crônica (retardo mental, 

atraso no desenvolvimento psicomotor e luxação do cristalino), têm relação 

com ingesta alimentar e os pacientes podem apresentar intervalos livres de 
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sintomas. A intoxicação ocorre pelo acúmulo de componentes tóxicos e de 

metabólitos provenientes do bloqueio das rotas metabólicas. Fazem parte 

deste grupo as aminoacidopatias (ex: fenilcetonúria, doença do Xarope do 

Bordo, etc.), acidemias orgânicas (acidemia propiônica, acidemia 

metilmalônica, etc.), defeitos no ciclo da ureia (citrulonemia, argininemia, 

etc.) e as intolerâncias aos açúcares (galactosemia, etc.).  

c) Doenças com déficit de energia. Neste grupo de doenças os sintomas são 

causados por deficiência na obtenção ou utilização de energia. Incluem-se 

as doenças de depósito de glicogênio, defeitos de gliconeogênese, 

acidemias lácticas congênitas, defeitos de oxidação dos ácidos graxos e 

doenças mitocondriais de cadeia respiratória.  

 A incidência isolada de cada uma das doenças metabólicas é pequena, 

visto que, de forma geral, são de herança autossômica recessiva. No entanto, 

se forem contabilizados coletivamente os dados de cerca de mais de 500 

distúrbios conhecidos, a frequência se torna mais expressiva, chegando a 

aproximadamente 1:1000 nascidos vivos (Campeau et al., 2008; El-Hattab, 

2015). Além disso, deve-se levar em consideração que os números baixos 

podem representar não só a raridade dos distúrbios, como também a 

subestimativa de seu diagnóstico e, no que diz respeito a isto, vale destacar o 

papel fundamental da triagem neonatal, conhecido como “teste do pezinho”. 

Esta triagem possibilitou grande avanço no conhecimento e tratamento dessas 

doenças a partir de sua detecção em fase pré-clínica, prevenindo o dano 

neurológico ou mesmo a morte dos pacientes (Jardim e Ashton-Prolla, 1996; 

Souza et al., 2002). 
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1.2  Lisossomos e doenças lisossômicas de depósito  

Os lisossomos foram descobertos há mais de 60 anos por Christian de 

Duve durante um estudo de distribuição de enzimas utilizando fracionamento 

subcelular por centrífuga (De Duve et al., 1955). Estudos subsequentes 

mostraram que os lisossomos representam cerca de 5% do volume intracelular 

e possuem morfologia e tamanho heterogêneos (Luzio et al., 2007). Estas 

organelas recebem substratos através de endocitose, fagocitose ou por 

autofagia (Saftig e Klumperman, 2009). Os lisossomos estão envolvidos em 

uma gama de processos fisiológicos como a homeostase do colesterol, reparo 

da membrana plasmática, remodelamento de ossos e tecidos, defesa contra 

patógenos, morte e sinalização celular. Estas funções complexas fazem com 

que o lisossomo seja uma organela dinâmica e importante e não simplesmente 

o compartimento final da via endocítica (Saftig e Klumperman, 2009). 

O pH interno dos lisossomos é mantido entre 4,6-5,0 através de 

ATPases vacuolares próton-translocadoras. Dentro desta organela estão 

localizadas enzimas hidrolíticas (incluindo proteases, glicosidases, nucleases, 

fosfatases e lipases) necessárias para a degradação de macromoléculas como 

os glicosaminoglicanos, oligossacarídeos e esfingolipídios; também são 

encontradas permeases de efluxo, que facilitam a translocação de pequenas 

moléculas geradas durante o catabolismo (Luzio et al., 2007; Heese, 2008). 

As doenças lisossômicas de depósito (DLDs) são erros hereditários 

(inatos) do metabolismo que afetam a função do lisossomo. As DLDs 

compreendem um grupo de 70 desordens monogênicas do catabolismo 

lisossomal, a maioria das quais são herdadas como características 

autossômicas recessivas, excetuando-se três que são ligadas ao cromossomo 
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X (Platt et al., 2018). Apesar de serem consideradas raras quando isoladas, as 

DLDs afetam coletivamente 1 a cada 5000 nascidos vivos, tornando-as 

significativas doenças metabólicas da infância (Thomas e Kermode, 2018). 

Estes distúrbios são causados por mutações em genes que codificam proteínas 

lisossomais, tais como glicosidases, proteases, proteínas integrais de 

membrana, transportadores, modificadores ou ativadores enzimáticos. As 

mutações afetam a função da proteína codificada, gerando acúmulo gradual de 

macromoléculas não-metabolizadas no interior do lisossomo e consequente 

mau funcionamento desta organela e da célula como um todo (Ballabio e 

Gieselmann, 2009). Existem cerca de 1300 genes envolvidos na função 

lisossômica e, entre os distúrbios monogênicos, encontram-se 50 deficiências 

enzimáticas, que podem ser subclassificadas de acordo com o tipo bioquímico 

de material armazenado (por exemplo, as esfingolipidoses, 

mucopolissacaridoses e glicoproteinoses) (Platt et al., 2018). Cabe salientar 

que as DLDs são desordens genética e clinicamente heterogêneas. Os genes 

que codificam proteínas lisossômicas estão presentes em todas as células. No 

entanto, devido a exigências metabólicas únicas de diferentes tipos de células, 

um defeito em uma enzima lisossomal pode ter um impacto significativamente 

maior em um determinado tecido em comparação com outros tecidos (Heese, 

2008). Contudo, o acúmulo de macromoléculas na maioria das DLDs inicia-se 

na vida fetal e frequentemente elas apresentam-se como doenças 

neurodegenerativas pediátricas, muitas vezes acompanhadas de 

visceromegalia (aumento de órgãos abdominais, como o fígado e o baço) 

(Scriver et al., 2000).  
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A terapia de reposição enzimática (TRE) continua sendo a principal 

classe de terapia aprovada para as DLDs. A TRE consiste na reposição, por via 

intravenosa, de uma forma ativa e recombinante da enzima deficiente com o 

intuito de diminuição do montante de substrato acumulado nos lisossomos, 

levando a uma provável melhora clínica do paciente (Platt et al., 2018). A 

infusão da TRE precisa ocorrer sob supervisão médica. Como as enzimas 

lisossomais não estão naturalmente localizadas na circulação sanguínea, 

podem desencadear como consequência uma resposta imune no paciente. 

Além disso, a produção de anticorpos neutralizantes contra a enzima 

administrada é uma das principais preocupações relacionadas à segurança e à 

eficácia das TRE (Lachmann, 2011; Martin-Banderas et al., 2016). Além disso, 

as TRE originais foram desenvolvidas para distúrbios que não incluíam 

envolvimento do sistema nervoso central (SNC) e, portanto, não precisavam 

acessar o cérebro para demonstrar sua eficácia. Contudo, como a maioria das 

DLDs tem comprometimento neurológico e periférico, o desenvolvimento de 

medicamentos deve agora incluir fármacos que atravessem a BHE.  

 

1.3  Doença de Niemann-Pick tipo C 

 

 A doença de Niemann-Pick tipo C (NPC) é uma desordem genética de 

herança autossômica recessiva, enquadrada nas DLDs e com incidência 

aproximada de 1 a cada 89000 nascidos vivos (Wassif et al., 2016). A NPC 

resulta da mutação em um dos dois genes de transporte de colesterol, o NPC1 

(95% dos casos) ou NPC2. O gene NPC1 codifica uma glicoproteína 

transmembrana endossomal e o gene NPC2 codifica uma pequena proteína 
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lisossomal que se liga ao colesterol com alta afinidade.  A ausência das 

proteínas codificadas por estes genes resulta em acúmulo de colesterol não 

esterificado, juntamente com glicoesfingolipídios, dentro do compartimento 

endossomal/lisossomal de todas as células. Esse acúmulo leva a um 

verdadeiro “engarrafamento intracelular” que, por conseguinte, leva à ativação 

de outras rotas celulares culminando na destruição da própria célula. O 

resultado final é uma doença significativa que atinge tanto múltiplos órgãos 

periféricos, incluindo o fígado, baço e pulmões, quanto o SNC, levando à 

neurodegeneração e morte precoce (Vanier, 2010; 2015).  

O colesterol não-esterificado, principal metabólito acumulado na NPC, 

por ser componente essencial das membranas plasmáticas, apresentra altas 

taxas de “turnover” diário. Em ratos, por exemplo, a taxa diária de “turnover” do 

colesterol em células dos órgãos periféricos é de 8% e chega a 20% em células 

do SNC (Dietschy e Turley, 2004). Os tecidos periféricos apresentam altas 

taxas de síntese e captação do colesterol não-esterificado e de ésteres de 

colesterol, que chegam em lipoproteínas de baixa densidade (LDL), 

quilomícrons e lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) (Dietschy et al., 

1993). As lipoproteínas são processadas no compartimento 

endossomal/lisossomal das células e o colesterol resultante se junta ao esterol 

recém-sintetizado em um pool metabolicamente ativo do compartimento 

citosólico, o qual suporta continuamente o “turnover” de colesterol para a 

membrana plasmática (figura 1a).  

Enquanto os neurônios apresentam altas taxas de “turnover” de 

colesterol, eles não possuem acesso ao colesterol não-esterificado ou aos 

ésteres de colesterol das lipoproteínas plasmáticas (Cavender et al., 1995; 
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Quan et al., 2003) e também apresentam baixas taxas de síntese destes 

metabólitos (Nieweg et al., 2009).  Algumas observações in vitro fornecem 

prováveis explicações para este enigma. O crescimento do axônio em 

neurônios requer uma fonte extracelular de esterol, provavelmente proveniente 

do colesterol não-esterificado ligado à apolipoproteína E (apoE) (De Chaves et 

al., 2000; Hayashi et al., 2004). Além disso, a sinaptogênese in vitro também 

requer uma fonte externa de colesterol não-esterificado e, novamente, este é 

um complexo apoE-colesterol (apoE-C) derivado das células gliais (Mauch et 

al., 2001). Tais observações levaram ao modelo ilustrado na figura 1 (Aqul et 

al., 2011), onde se propõe que a taxa de síntese de esterol nos neurônios é 

insuficiente para promover o crescimento do axônio e a formação de sinapses.  

O colesterol não-esterificado e a apoE são sintetizados em astrócitos e o 

complexo é entregue aos neurônios através do fluido intersticial, absorvido por 

endocitose mediada por receptor e processado através do compartimento 

endossomal/lisossomal. A secreção do complexo apoE-C dos astrócitos não é 

dependente da proteína lisossomal NPC1, diferentemente da movimentação do 

colesterol não-esterificado através do compartimento endossomal/lisossomal 

dos neurônios (Karten et al., 2002; Karten et al., 2005). Se este modelo é 

aplicável ao cérebro in vivo e se o processamento desordenado do colesterol 

não-esterificado através desta via pode levar a algumas formas de 

neurodegeneração, como a observada na doença de NPC, continua sendo 

uma questão a ser esclarecida.  
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Adaptada de Aqul et al. (2011).  

 
Figura 1. Comparação do tráfego do colesterol em células dos tecidos sistêmicos 
(representado pelo fígado), e neurônios do SNC. A. O fluido pericelular circunjacente às células 
dos órgãos sistêmicos pode conter várias lipoproteínas, incluindo LDL, e quilomícrons e VLDL 
remanescentes. Estas partículas são reconhecidas e internalizadas nas células através de 
endocitose mediada por receptor e então encaminhadas para dentro do compartimento 
endossomal/lisossomal tardio das células. Neste último, o colesterol esterificado (CE) é 
metabolizado a colesterol não-esterificado (C) através da Lipase ácida lisossomal (LAL) (a). O 
C então interage sequencialmente com as proteínas NPC2 (b) e NPC1 (c) atingindo a 
membrana limitante e deixando o compartimento endossomal/lisossomal (d) para se juntar ao 
C recém-sintetizado (e) em um pool metabolicamente ativo no citoplasma da célula. O tamanho 
deste pool é finamente regulado pelos fatores de transcrição sensíveis a esteróis, SREBP2 e 
LXR (f).Dependendo do tipo celular, este C pode ser re-esterificado (g), utilizado no “turnover’” 
remodelando a membrana plasmática (h), hidroxilado a oxiesterol (i) ou, no fígado, a ácido 
biliar (AB). B. A situação do SNC é bastante diferente, visto que a barreira endotelial, neste 
caso, é impermeável às lipoproteínas plasmáticas. Neste compartimento, postula-se que o C 
seja sintetizado pela glia, particularmente pelos astrócitos, e carreado como um complexo com 
a apoE aos neurônios. A captação deste C presumivelmente ignora a necessidade da LAL, 
interagindo diretamente com as proteínas NPC2 e NPC1 movimentando-se para o pool 
metabolicamente ativo (j). Este C pode ser re-esterificado (k), utilizado no remodelamento da 
membrana e na formação/manutenção dos dendritos e sinapses (l), ou metabolizado a 24(S)-
hidroxicolesterol para a excreção (m). Deve-se notar que tanto nas células sistêmicas quanto 
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nos neurônios, a expansão súbita do pool metabolicamente ativo de C no compartimento 
citosólico está associada com a supressão da síntese de colesterol, um aumento na 
concentração de CE, supressão de vários genes alvo SREBP2 (n) e ativação de alguns genes 
controlados por LXR (n).    

 

Por ser considerada uma doença neurovisceral, as manifestações 

clínicas da NPC podem incluir: hepatoesplenomegalia, icterícia, sintomas 

neurológicos como disartria, disfagia, paralisia supranuclear vertical, crises 

convulsivas e também sintomas psiquiátricos como transtorno bipolar, 

esquizofrenia e déficit cognitivo  (Patterson, 2003). A apresentação clínica da 

doença NPC é extremamente heterogênea, sendo que os primeiros sintomas 

podem aparecer desde o período perinatal até a idade adulta. Similarmente, o 

tempo de vida dos pacientes varia desde alguns dias até cerca de 60 anos, 

sendo que na maioria dos casos os pacientes vêm a óbito entre 10 e 25 anos. 

Excetuando-se o pequeno subgrupo de pacientes que morrem no parto ou nos 

primeiros seis meses de vida, devido a complicações hepáticas ou 

respiratórias, e os casos raros em adultos, todos os pacientes desenvolvem 

doença neurodegenerativa progressiva e fatal. A doença sistêmica, quando 

presente, sempre precede o aparecimento dos sintomas neurológicos. 

Contudo, o componente sistêmico pode não ocorrer ou ser mínimo em 

aproximadamente 15% do total dos pacientes e, quando se trata de pacientes 

com início dos sintomas na idade adulta, este valor passa para 50% (Vanier, 

2010). 

O diagnóstico da NPC é realizado pela coloração de Filipin, o qual é um 

antibiótico polieno fluorescente que se liga ao colesterol não-esterificado. O 

acúmulo de colesterol não-esterificado no compartimento 

endossomal/lisossomal de fibroblastos cultivados é observado após a 
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coloração com Filipin através de microscopia de fluorescência (Vanier e Latour, 

2015). Entretanto, a existência de perfis variantes em termos de fluorescência 

pode causar dúvidas na interpretação do teste de Filipin, além de ser invasivo, 

caro e requerer um centro especializado para a sua realização (Vanier e 

Latour, 2015).  

Nas células NPC deficientes existe uma associação entre o estresse 

oxidativo e o colesterol acumulado devido ao aumento da produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) (Ribas et al., 2012). Os produtos da 

oxidação não-enzimática do colesterol, como o colestano-3β,5α,6β-triol 

(3β,5α,6β-triol) e o 7-cetocolesterol (7-KC), estão significativamente 

aumentados no plasma dos pacientes com NPC e também em modelos 

animais, enquanto permanecem normais em outras DLDs (Jiang et al., 2011; 

Ribas et al., 2016; Hammerschmidt et al., 2018). Estes achados indicam que o 

3β,5α,6β-triol e o 7-KC podem ser marcadores bioquímicos específicos da 

doença de NPC e sugerem uma possível utilidade dos mesmos no diagnóstico 

e avaliação terapêutica da doença (Jiang et al., 2011; Ribas et al., 2016; 

Hammerschmidt et al., 2018). A análise de oxisteróis em plasma pode ser 

realizada por cromatografia líquida ou gasosa acoplada à espectrometria de 

massas em tandem (LC-MS/MS ou CG-MS/MS, respectivamente). Entretanto, 

o diagnóstico definitivo ainda é realizado através da análise molecular dos 

genes NPC1 e NPC2 (Vanier, 2010). 

 

1.4  Tratamento para a doença de Niemann-Pick tipo C 
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 Atualmente não há cura para NPC e até recentemente os tratamentos 

consistiam somente no controle dos sintomas. A terapia de redução do 

substrato é uma opção recente de tratamento que pode estabilizar ou 

desacelerar a progressão da doença. O Miglustat (N-butil-desoxinojirimicina - 

ZAVESCA®), inibidor da glicosilceramida-sintase (responsável pela síntese de 

glicoesfingolipídios) é utilizado com o intuito de diminuir o engarrafamento do 

tráfego pela diminuição da formação do substrato acumulado nas células. O 

Miglustat foi aprovado para o tratamento das manifestações neurológicas 

progressivas em adultos e crianças, baseado em resultados que mostraram a 

melhora ou estabilização de alguns marcadores clínicos de NPC, como 

movimentos oculares sacádicos, cognição, acuidade auditiva e ambulação. 

Contudo, a dose utilizada de Miglustat constantemente causa efeitos adversos 

nos pacientes, como por exemplo, tremores, problemas gastrointestinais como 

diarréia, diminuição do número de plaquetas, neuropatia periférica e, em 

populações infantis, diminuição de crescimento (Vanier, 2010). Além disso, o 

Miglustat não atua na diminuição do colesterol (considerado o principal 

metabólito acumulado responsável pelos sintomas característicos da doença) e 

não estão bem elucidados os mecanismos pelos quais ele melhora os sintomas 

clínicos, uma vez que já foi visto que a redução dos gangliosídeos nos 

lisossomos e nos endossomos tardios de modelo animal de NPC não parece 

ser benéfica (Liu et al., 2000; Li et al., 2008; Liu et al., 2008).  

 Uma ampla gama de moléculas vem sendo estudada como potencial 

terapia para a NPC. Entre elas, destaca-se a β-ciclodextrina (β-CD) (figura 2), 

um oligossacarídeo cíclico contendo sete resíduos de glicose, comumente 

utilizado para aumentar a solubilidade de fármacos lipofílicos em soluções 
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aquosas (Van Vught e De Jong, 2001). A β-CD apresenta grupamentos 

hidroxila livres provenientes dos resíduos de glicose que se localizam nas 

bordas da estrutura em formato de toróide na qual ela se organiza, tornando a 

molécula solúvel em água. Os grupamentos hidroxila secundários, ligados aos 

C-2 e C-3 das unidades de glicose, são todos situados na borda maior da 

molécula, onde formam uma rede de ligações de hidrogênio intramoleculares, 

fornecendo rigidez à estrutura. A característica mais marcante das 

ciclodextrinas é a presença de uma cavidade central relativamente apolar, 

moldada pelos átomos de carbono das unidades de glicose. Sua característica 

apolar permite a inclusão, na cavidade, de uma grande variedade de moléculas 

orgânicas em solução aquosa (Van Vught e De Jong, 2001).  Devido a essa 

propriedade de formar complexos com substâncias lipofílicas, foi descoberto o 

potencial da β-CD em diminuir os níveis de colesterol acumulados nos 

lisossomos em modelo animal da doença de NPC (Abi-Mosleh et al., 2009; 

Davidson et al., 2009; Vance e Karten, 2014).  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estrutura da β-ciclodextrina [adaptado de Van Vught e De Jong (2001)]. 
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Em estudos pré-clínicos, o tratamento com a β-CD e seus derivados 

resultou em redistribuição do colesterol dos compartimentos subcelulares para 

a circulação e aumento da longevidade dos ratos. Entretanto, as bases para a 

melhoria neurológica observada ainda permanecem pouco conhecidas (Abi-

Mosleh et al., 2009; Davidson et al., 2009; Lopez et al., 2014). Uma 

combinação de β-CD, alopregnanolona e Miglustat mostrou-se eficaz quanto 

aos problemas motores, mas não influenciou o déficit cognitivo em modelo 

animal de NPC. Contudo, foi observado que as inclusões autofagossômicas 

das células de Purkinje diminuíram, sugerindo que as áreas do cérebro 

apresentam resposta desigual para o tratamento (Hovakimyan et al., 2013). 

Utilizando um modelo de células-tronco neurais de pacientes NPC, pôde-se 

determinar que o tratamento conjunto de β-CD e δ-tocoferol apresentou efeito 

sinérgico em diminuir os níveis de colesterol acumulado nos lisossomos (Yu et 

al., 2014).    

Em trabalho publicado em 2009, demonstrou-se que apenas uma 

pequena porcentagem de β-CD é capaz de alcançar o SNC, todavia a 

passagem demonstrada neste estudo pode ter ocorrido em decorrência de 

terem sido utilizados camundongos de sete dias, nos quais a barreira 

hematoencefálica (BHE) parece não estar completamente formada (Davidson 

et al., 2009). Pontikis e colaboradores (2013) verificaram que a hidroxipropil-β-

CD, quando aplicada intraperitonealmente na dose usual de 4000 mg/kg, não 

atravessa a BHE de ratos adultos ou neonatais. Entretanto, os resultados 

demonstraram que provavelmente esta ciclodextrina é capaz de se ligar à 

superfície celular do endotélio vascular cerebral e assim mobililzar e diminuir o 

colesterol acumulado no SNC.  
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 Embora os resultados da literatura venham se mostrando promissores, 

ainda permanece incerto o modo pelo qual a β-CD causa diminuição do 

colesterol nas células NPC, principalmente no tecido cerebral. Alguns estudos     

apontam indícios de que as ciclodextrinas causam a perda da integridade da 

BHE através da retirada de componentes das membranas das células 

endoteliais dos capilares cerebrais. No caso da β-CD, estes componentes 

seriam os fosfolipídios e o colesterol (Monnaert et al., 2004). Entretanto, 

Binkowski-Machut e colaboradores (2006) demonstraram que a β-CD 

monossubstituída com n-alquildimetilamonio (cadeia de 12 carbonos) parece 

ser não tóxica para a BHE. Os autores levantaram a hipótese de que a 

cavidade da β-CD estaria preenchida pela cadeia alquílica, ficando assim 

incapaz de extrair os fosfolipídios ou colesterol das membranas celulares, 

preservando sua integridade.  Além disso, apesar de não lesar a BHE, cerca de 

30% da β-CD monossubstituída conseguiu passar pelas células endoteliais 

(Binkowski-Machut et al., 2006). Cabe mencionar que, apesar de promissora, 

essa ciclodextrina possui um alto custo de síntese.  

 Considerando os problemas de permeabilidade cerebral apresentados 

pela β-CD, se propôs que a hidroxipropil-β-CD fosse administrada diretamente 

no SNC, através de injeção intracerebroventricular, juntamente com a 

continuidade das injeções subcutâneas. Esse tratamento resultou em melhora 

significativa do dano neurológico em modelo animal de NPC, com 

desaparecimento do acúmulo de lipídios nos neurônios e das evidências 

histológicas de neurodegeneração, particularmente no cerebelo. Além disso, a 

presença da a hidroxipropil-β-CD restaurou o fluxo normal de colesterol através 

das células do SNC em ratos Npc1-/-. Este resultado foi reforçado pela 
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expressão normalizada do RNAm da apoE e CYP46A1, proteínas  que 

provavelmente participam do transporte do colesterol para fora do SNC e no 

plasma (Aqul et al., 2011). Administração intracisternal de hidroxipropil-β-CD 

também já foi testada em felinos pré-sintomaticos com a doença de NPC, 

sendo capaz de adiar o aparecimento da disfunção cerebelar por mais de um 

ano, além de diminuir a perda de células de Purkinje e resultar em valores de 

colesterol e esfingolipídios muito próximos do normal (Vite et al., 2015). Além 

disso, em felinos que apresentavam disfunção cerebelar, a administração 

intracisternal de hidroxipropil-β-CD desacelerou a progressão da doença, 

aumentou a longevidade e diminuiu o acúmulo de colesterol e gangliosíodeos 

no cérebro. Como efeito adverso, os felinos apresentaram um aumento do 

limiar auditivo (Vite et al., 2015), problema que já vem sendo relatado em 

modelo animal de NPC durante o tratamento com β-CD na dose usual de 4000 

mg/kg (Ward et al., 2010). Além disso, cabe salientar que as vias de 

administração utilizadas acima em modelos animais para a chegada da β-CD 

no SNC são inviáveis para a utilização em humanos. E, por vias de 

administração usuais, devido ao fato da β-CD ser uma molécula altamente 

hidrofílica e de peso molecular relativamente baixo (~1414 g mol-1), torna-se 

nececessária a administração contínua de altas doses, pois cerca de 90% das 

moléculas são removidas da circulação sistêmica de ratos e humanos dentro 

de 24 horas. Contudo, baseando-se nos excelentes resultados obtidos em 

modelos animais de NPC através das injeções de β-CD diretamente no SNC, 

um ensaio clínico fase I/II foi publicado em 2017 (Ory et al., 2017). No ensaio 

clínico, a hidroxipropil-β-CD foi administrada mensalmente através de infusão 

intratecal e os resultados demonstraram uma desaceleração da doença 
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neurológica e uma melhora da homeostase do colesterol em todos os 14 

pacientes com NPC testados. Como efeito adverso esperado, relatou-se a 

diminuição da acuidade auditiva, mas a molécula demonstrou perfil de 

segurança aceitável. Contudo, os autores destacam que um aumento na 

frequência e na concentração de β-CD usada poderia ser benéfica, o que será 

testado nas próximas etapas do estudo (Ory et al., 2017). Cabe salientar que a 

administração intratecal, apesar de evitar que o fármaco tenha que atravessar 

a BHE, é uma via utilizada somente caso não haja outras vias disponíveis, por 

causar dor, risco de infecção, risco de lesão medular e necessidade de pessoal 

adequadamente treinado (Golan et al., 2009). 

 Sendo assim, o desenvolvimento de um sistema nanoparticulado 

biocompatível, de fácil administração, com baixa depuração plasmática, capaz 

de atravessar a BHE e carrear β-CD para o compartimento 

endossomal/lisossomal das células poderia melhorar a depuração do 

colesterol, atuando como uma terapia altamente vantajosa para a NPC. Além 

disso, nanopartículas vêm sendo propostas como uma estratégia de carrear 

moléculas ao cérebro em concentrações terapêuticas (Georgieva et al., 2014), 

o que permitiria aumentar consideravelmente a concentração de β-CD no 

tecido cerebral.  

 

1.5  Administração de fármacos incorporados a nanopartículas 

  

A via enteral é sempre a melhor alternativa no que se refere à 

administração de fármacos em humanos pela sua conveniência. No entanto, 

isso implica em uma administração sistêmica de fármacos, que resulta na sua 
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biodistribuição a todo o organismo, de forma que altas doses são necessárias 

para que concentrações terapêuticas sejam atingidas no local de ação. Isso 

pode levar à toxicidade não-específica e outros efeitos adversos (Torchilin, 

2000).  

Nos últimos anos, a procura por novos sistemas de liberação de fármacos 

tem sido muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas terapêuticas 

mais eficientes, que possibilitem administrar os fármacos com maior segurança 

e com efeitos colaterais minimizados. Nesse sentido, nanopartículas 

constituídas por lipídios são excelentes candidatas ao carreamento de 

fármacos e enzimas pela sua biocompatibilidade. Dentre o arsenal de 

nanoestruturas de lipídios, destacam-se aquelas com estruturas bicontínuas 

desordenadas, em particular a fase esponja (L3) e a microemulsão bicontínua 

(figura 3) (Kogan et al., 2009; Valldeperas et al., 2016), em virtude de sua 

capacidade de acomodar compostos hidrofílicos e hidrofóbicos de diferentes 

massas molares. Geralmente, os lipídios empregados para preparar esses 

sistemas apresentam caráter anfifílico. 

A fase esponja consiste em dois canais aquosos interconectados e 

separados por uma bicamada lipídica contínua (figura 3). Ela pode ser 

considerada equivalente a uma fase líquido-cristalina cúbica bicontínua 

reversa, porém sem ordem de longo alcance e com canais aquosos 

relativamente mais largos (Anderson et al., 1989). Para a formação de fase 

esponja, pode-se recorrer à mistura de lipídios visto que na natureza 

dificilmente são encontradas moléculas anfifílicas capazes de formar esta 

mesofase em excesso de água e sob condições fisiológicas de temperatura 

(Valldeperas et al., 2016). A monoleína (monooleato de glicerila – figura 4a) é 
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um lipídio biodegradável e biocompatível que, em presença de água, forma 

uma fase cúbica bicontínua reversa (Lutton, 1965; Hyde e Andersson, 1984). 

Entretanto, a transição da fase cúbica para a fase esponja pode ser induzida 

através da mistura de diglicerídeos com a monoleína sem a utilização de 

solventes orgânicos (Valldeperas et al., 2016).  

As microemulsões, por sua vez, podem ser definidas como sistemas 

termodinamicamente estáveis, isotrópicos, compostos por dois líquidos 

imiscíveis, usualmente água e óleo, estabilizados por tensoativos localizados 

na interface óleo/água (Formariz et al., 2005) (figura 3). Entretanto, a 

possibilidade de formar microemulsões depende do balanço entre as 

propriedades hidrofílicas e lipofílicas do tensoativo, determinadas não somente 

pela sua estrutura química, mas por fatores como temperatura, força iônica e a 

presença de co-tensoativo. As microemulsões são superiores às soluções 

micelares em termos de potencial de solubilização de substâncias e também de 

estabilidade termodinâmica (Formariz et al., 2005). A microemulsão bicontínua 

em particular contém domínios de óleo e água que estão entrelaçados de 

maneira caótica, mas são estabilizados por monocamadas de surfactante nas 

zonas de fronteira entre os domínios. Estas monocamadas são formadas 

devido à tendência do agente tensoativo se localizar entre as regiões ricas em 

água e ricas em óleo. Semelhantemente à fase esponja, a microemulsão 

bicontínua não apresenta ordem de longo alcance.  
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Figura 3. Representação esquemática da formação de estruturas bicontínuas desordenadas a 
partir da mistura de mono, di e triglicerídeos. Em destaque a diferença entre a estruturação da 
fase esponja e da microemulsão bicontínua no nível molecular.  

  

Estruturas lipídicas bicontínuas desordenadas são capazes de acomodar 

macromoléculas sem comprometer sua estrutura (Angelov et al., 2011). Apesar 

das vantagens dos sistemas lipídicos com estruturas bicontínuas desordenadas 

como carreadores de macromoléculas, sua utilização na modificação do curso 

de doenças neurodegenerativas é limitado pela BHE. Estudos prévios 

demonstraram que a administração de nanopartículas revestidas pelo 

tensoativo hidrofílico polissorbato 80 (figura 4b) leva ao aumento da 

concentração de fármacos no tecido cerebral, em comparação com a solução 

do fármaco livre ou mesmo com nanopartículas revestidas por outros 

estabilizantes (Kreuter, 2001; Kreuter et al., 2002; Kreuter et al., 2003; Bernardi 

et al., 2009; Frozza et al., 2010; Gelperina et al., 2010).  
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Figura 4. Estrutura química da monoleína (a) e do polissorbato 80 (b).  

 

O revestimento com polissorbato 80 supostamente propicia a adsorção de 

apolipoproteínas B e E, que estão relacionadas a processos de endocitose 

mediada por receptor. Essa adsorção levaria tais partículas a atuar como 

Cavalos-de-Troia (Pardridge, 2006). Nesse processo, elas são internalizadas 

para o tecido cerebral através da BHE, tal qual as LDLs, que também 

apresentam apolipoproteínas B e E em sua composição (Kreuter et al., 2002).  

O polissorbato 80 é um tensoativo não-iônico amplamente utilizado em 

produtos farmacêuticos como estabilizante por ser um produto de baixo custo, 

acessível, biodegradável e não-tóxico para as células em baixas concentrações 

(Alyaudtin et al., 2001). Além disso, comparado a outros surfactantes, o 

polissorbato 80 foi mais efetivo em diminuir a captura das nanopartículas pelo 

fígado, aumentando o tempo de circulação das mesmas em ratos (Storm et al., 

1995). 
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 Durante o desenvolvimento de nanopartículas para utilização biomédica, 

faz-se necessária a análise toxicológica das formulações, uma vez que os  

materiais não-prejudiciais em sua forma natural podem se tornar tóxicos na 

escala nanométrica (Chatterjee et al., 2017). Existem vários parâmetros físico-

químicos para determinar a toxicidade das formulações como: tamanho de 

partícula, forma, carga superficial, composição, degradabilidade, 

biocompatibilidade e estabilidade cinética e química da nanopartícula. Além 

disso, fatores relacionados às partículas como dose, via de administração e 

distribuição tecidual parecem ser importantes parâmetros para a 

nanotoxicidade. Ainda, outros prováveis mecanismos envolvidos na 

nanotoxicidade parecem ser o estresse oxidativo e a ativação de genes 

proinflamatórios. Portanto, uma série de testes de triagem é utilizada para a 

avaliação de risco dos nanomateriais e da formulação como um todo 

(Chatterjee et al., 2017). Os ensaios in vitro que são rotineiramente utilizados 

para a avaliação da toxicidade de nanopartículas são os ensaios de viabilidade 

celular, ensaio de estresse oxidativo e ensaio inflamatório (Chatterjee et al., 

2017). Além disso, quando se desenvolvem nanopartículas para aplicação 

parenteral, um pré-requisito importante a ser investigado é a atividade 

hemolítica, que deve ser nula ou negligenciável (Barauskas et al., 2010). 

 Considerando os problemas apresentados pelas atuais terapias para as 

DLDs, foi proposto neste estudo de doutorado o desenvolvimento de uma 

nanopartícula lipídica como plataforma inteligente para a entrega de 

enzimas/fármacos diretamente no compartimento endossomal/lisossomal das 

células. Além disso, levantou-se a hipótese de que, devido ao recobrimento da 

partícula com polissorbato 80, esta seria capaz de atingir o tecido cerebral, 
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demonstrando vantagem tecnólogica frente aos tratamentos utilizados hoje 

para as DLDs. Utilizando a β-CD nesta plataforma, propôs-se a atuação da 

nanopartícula na redução de colesterol em lisossomos de pacientes NPC.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Este estudo de doutorado teve como objetivo  desenvolver uma 

plataforma nanotecnológica biocompatível contendo β-CD, com capacidade de 

vetorização ao SNC e redução do teor de colesterol acumulado em lisossomos 

de células de pacientes com a doença de NPC visando potencial redução de 

danos neurológicos.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a) Desenvolver nanopartículas de monoleína revestidas por polissorbato 

80 como plataforma para entrega de fármacos no sistema nervoso central e 

tratamento de doenças lisossômicas de depósito.  

b) Desenvolver uma estratégia de incorporação de β-ciclodextrina às 

nanopartículas de monoleína, empregando-se princípios da química 

supramolecular. 

c) Avaliar a biodistribuição das nanopartículas de monoleína revestidas 

por polissorbato 80 com e sem β-ciclodextrina (e marcadas com cumarina-6) 

em camundongos.  

d) Avaliar o o potencial terapêutico das nanopartículas de monoleína 

revestidas por polissorbato 80 com β-ciclodextrina em fibroblastos de pacientes 

com a doença de Niemann-Pick C. 

e) Avaliar as propriedades toxicológicas das nanopartículas de 

monoleína revestidas por polissorbato 80 contendo ou não β-ciclodextrina. 
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3. RESULTADOS 

 

Os resultados desta tese de doutorado serão apresentados na forma de 

capítulos, referentes a artigos científicos. O primeiro capítulo de resultados 

trata do desenvolvimento de nanopartículas de monoleína como plataforma 

para vetorização de fármacos ao sistema nervoso central e tratamento de 

doenças lisossômicas de depósito. O capítulo seguinte discorre sobre a 

estratégia de incorporação de β-ciclodextrina às nanopartículas de monoleína e 

seu potencial terapêutico para tratamento da doença de NPC visando potencial 

redução de danos neurológicos. O último capítulo de resultados versa sobre os 

aspectos toxicológicos das nanopartículas desenvolvidas e discutidas nos 

capítulos anteriores.  
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3.1 Artigo 1: Monoolein-based nanoparticles for drug delivery to the central 

nervous system: A platform for Lysosomal Storage Disorder treatment 

 

Este artigo científico foi publicado no periódico European Journal of 

Pharmaceutics and Biopharmaceutics (JCR: 4,491). 
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3.2 Artigo 2: A promising nanodevice to deliver β-cyclodextrin in the central 

nervous system and treat Niemann-Pick C disease.    

Manuscrito a ser submetido. 
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ABSTRACT 

 

Recently, β-cyclodextrin has been identified as a promising therapy for Niemann-Pick C 

disease (NPC), because it can mobilize the entrapped cholesterol from lysosomes to 

blood circulation. Unfortunately, β-cyclodextrin does not act on neurological 

impairment, because it cannot cross the blood-brain barrier. In order to circumvent this 

drawback, we aimed to build nanoparticles able to deliver β-cyclodextrin into the brain. 

We developed and characterized the nanoparticles by dynamic light scattering, small-

angle X-ray scattering, and cryogenic transmission electron microscopy. The 

nanoparticles showed a diameter around 120 nm, with a disordered bicontinuous inner 

structure, which did not cause cytotoxicity in NPC fibroblasts, and were safe for 

parenteral administration. Nanoparticles were taken up by lysosomes and were able to 

reduce the cholesterol accumulated in NPC fibroblasts. During the in vivo assay, 

nanoparticles reached the brain of mice more intensely than the other organs, showing 

great potential to improve the treatment of NPC brain impairment.  

 

Keywords: Niemann-Pick C, β-cyclodextrin, nanoparticle. 

 

 

 

 

 

Abbreviations: β-CD – β-ciclodextrin; BBB - Blood-brain barrier; CNS – Central nervous system; Cryo-

TEM – Cryogenic transmission electron microscopy;  DLS- Dynamic light scattering; DMA-C12-CD- 

Monosubstituted n-alkyldimethylammonium-β-cyclodextrin; LE/LY – late endosomal/lysosomal; LSD - 

Lysosomal Storage Disorders; NPC – Niemann Pick type C; NRU – Neutral red uptake; NS - 

Nanoparticles; NSβ-CD – Nanoparticles with β-cyclodextrin;  NS
F

β-CD – Nanoparticles with β-cyclodextrin 

and labeled with coumarin-6; P80 – Polysorbate 80; P80@2β-CD – complex of polysorbate 80 and β-

cyclodextrin (1:2); PDI – Polydispersity index; SAXS - Small-angle X-ray scattering 
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1. Background 

 

Niemman-Pick C (NPC) is an autosomal recessive lysosomal storage disorder 

(LSD) with an estimated incidence around 1/89,000 live births 
1
. The mutation in the 

cholesterol transport genes, NPC1 (95% of cases) or NPC2, causes impairment in 

intracellular lipid trafficking, which consequently affects the entire cell machinery. The 

NPC1 gene encodes an endosomal transmembrane glycoprotein, and the NPC2 gene 

encodes a small lysosomal protein. The absence of proteins encoded by NPC1 or NPC2 

genes results in accumulation of non-esterified cholesterol and glycosphingolipids 

within the late endosomal/lysosomal (LE/LY) compartment of cells. NPC has an 

important visceral involvement, and about 90 % of patients showed a progressive 

neurodegeneration as dominant feature. The age of onset and initial severity may vary 

among affected individuals; however, the disease is usually fatal before adolescence. 

Unfortunately, an effective cure has yet to be discovered 
2
. 

Several drugs are being tested as potential therapies for NPC, including β-

cyclodextrin (β-CD), which is a cyclic oligosaccharide commonly used to increase the 

solubility of lipophilic drugs in aqueous solution 
3-5

. -CD can form a supramolecular 

inclusion complex with cholesterol, increasing the apparent solubility of this compound 

in water. Davidson et al. 
4
 showed that 2-hydroxypropyl-β-CD administration delayed 

clinical disease onset, reduced intraneuronal storage of cholesterol, and significantly 

increased the lifespan of NPC mouse model. However, high doses or continuous 

administration of β-CD (or its derivatives) are required to obtain therapeutic effects, 

since 90% of this compound is cleared from the bloodstream within 24 h. It has been 

reported that high doses of cyclodextrin can cause hearing problems in NPC animal 

model 
6
. 



 

 

52 

 

Although the strategies proposed in the literature helped to remove cholesterol from 

peripheral organs and tissues affected by NPC disease, obtaining neurological benefits 

in humans remains a challenging issue to overcome. Access of therapeutic agents to the 

central nervous system (CNS) is often problematic because the blood-brain barrier 

(BBB) is impermeable to many molecules. Pontikis et al. 
7
  demonstrated that 

hydroxypropyl-β-CD was not taken up by cerebral tissue when an usual dose of 4000 

mg kg
-1

 was injected intraperitoneally in NPC mouse. Similarly, neurological symptoms 

were not considerably improved by cyclodextrin in the NPC mouse model, as reported 

by Camargo et al. 
8
 , which may be partially due to apparent non-permeation of 

cyclodextrin through BBB. Another study showed that a treatment using cyclodextrin, 

allopregnanolone, and miglustat has demonstrated to be effective for motor problems, 

but did not influence the cognitive deficit in the NPC animal model 
9
. Therefore, the 

development of a long circulating biocompatible system to deliver β-CD within the 

LE/LY compartment of NPC cells that is able to cross the BBB could improve the 

cholesterol clearance in the brain of NPC patients.  

Recently 
10

, we proposed a new monoolein-based nanoparticle as an innovative 

platform to incorporate drugs aiming treatment of LSD with brain impairment. 

Monoolein is a biodegradable and biocompatible lipid that commonly shows a reverse 

bicontinuous cubic phase in the presence of water 
11, 12

. However, a disordered 

bicontinuous structure was obtained using monoolein technical grade, which is 

composed of 1-oleoyl-rac-glycerol mixed with di- and triglycerides. Disordered 

bicontinuous structures are flexible, which makes them able to incorporate high 

amounts of macromolecules 
13

. The nanoparticles showed a potential to reach the CNS 

in an animal model and also were internalized by LE/LY compartment in cell culture, 

showing a great potential to be applied as drug delivery systems for LSD with brain 
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impairment 
10

. Brain targeting was obtained decorating the nanoparticles with the non-

ionic surfactant polysorbate 80 (P80). Several studies demonstrated that drugs 

incorporated in polymeric nanoparticles stabilized by P80 showed increased BBB 

permeability and subsequent uptake into the brain 
14-19

.  

In light of the advantages of disordered bicontinuous structures to incorporate 

macromolecules, and the efficient brain-targeting of nanoparticles promoted by the P80 

surface coating, we propose that nanoparticles stabilized with P80 can be used for 

targeted delivery of β-CD to the brain. The formation of an inclusion complex between 

β-CD and P80 was used as strategy for β-CD loading to the nanoparticles.  
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2. Methods 

 

2.1 Materials 

 

Monoolein technical grade (39.9 % of 1-oleoyl-rac-glycerol mixed with 22.5% 

of diglycerides and 34.7% of triglycerides; batch number BCBQ8354V), coumarin-6, β-

cyclodextrin, polysorbate 80, Filipin III from Streptomyces filipinensis, and neutral red 

dye were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) and used as received. 

LysoTracker Red dye L-7528 (Life Technologies), Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin–EDTA, L-glutamine, 

penicillin/streptomycin, fungizone, and phosphate buffered saline (PBS) were 

purchased from Thermo Fisher Scientific. Ultrapure water (Milli-Q
™

, Millipore Corp., 

Bedford, MA) was used to prepare all the formulations. 

 

2.2 Samples 

 

Skin biopsy 
20

 and blood samples (EDTA tube) were obtained from NPC 

patients (n = 3) and healthy subjects (n = 3). An aliquot of whole blood was centrifuged 

at 1000 ×g for 10 min and plasma was removed by aspiration, aliquoted and frozen at 

−80 °C until biochemical determination. Diagnosis of NPC patients was confirmed by 

the filipin staining test, performed on cultured fibroblasts 
21

.   

  

2.3 Nanoparticle preparation and characterization  

 

2.3.1 Inclusion complex 
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The P80@2β-CD inclusion complex was prepared mixing β-CD, P80, and water 

at a β-CD/P80 molar ratio of 2:1 and β-CD concentration of 7.5 mM. The solution was 

maintained under magnetic stirring at 35 °C for 24 h to allow self-assembly of the 

inclusion complex 
22

. 

 

2.3.2 Preparation of the nanoparticles 

 

The nanoparticle formulation containing β-CD (NSβ-CD) was prepared by adding 

10 mL of P80@2β-CD (7.5 mM of β-CD) into a flask containing 0.200 g of monoolein. 

The mixture was sealed and left for 24 h on a mechanical shaking table at 350 rpm and 

35ºC. After this time period, the formulation was stirred with a T10 Basic Ultra-Turrax 

equipment (IKA
™

-Werke GmbH & Co. KG, Germany) at 24,000 rpm for 15 min. The 

coumarin-6 loaded-nanoparticles (NS
F

β-CD) were prepared by adding 0.1 mg of 

coumarin-6 to the flask containing monoolein before the mixture with P80@2β-CD.    

 

2.3.2 Dynamic light scattering (DLS) 

 

The mean particle size of the formulations was determined using a dynamic light 

scattering instrument (Malvern
™

 Zetasizer 3600, UK) at an angle of 173° at 25ºC 

(Brazilian Nanotechnology National Laboratory, Campinas/Brazil). The formulations 

were previously diluted in MilliQ
™

 water to avoid multiple light scattering. The 

autocorrelation functions were analyzed by the cumulant method and the inverse 

Laplace transform-based CONTIN algorithm.  
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2.3.3 Small-angle X-ray scattering (SAXS) 

 

The SAXS measurements were performed as described before 
10

 at the SAXS1 

beam line at the Brazilian Synchrotron Laboratory (LNLS, Campinas/Brazil). Fit2D
™

 

software was used for data reduction from 2D SAXS images to 1D curves. Data fitting 

was carried out using the SASFit
™

 software. 

 

2.3.4 Cryogenic transmission electron microscopy (Cryo-TEM) 

 

Samples were prepared as described before 
23

 and analyzed in low dose 

condition, using a TALOS F200C (Thermo Fischer Scientific, USA) electron 

microscope operating at 200 kV. Images were acquired using a CMOS camera Ceta 

16M 4k × 4k pixels (Thermo Fisher Scientific, USA). 

 

2.4. Cholestane-3β,5α,6β-triol analysis 

 

Levels of triol were determined by liquid chromatography/tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) in EDTA-plasma, using cholestane-3β,5α,6β-triol D7 as 

internal standard and derivatization with dimethylglycine esters, according to a previous 

report 
24

 with some modifications. The optimized MS/MS conditions were described by 

Ribas, et al. 
25

 and quantification was based on standard curve ranging from 2 to 400 

ng/mL for the triol 
25

. 

 

2.5 Hemolysis assay  
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Fresh whole blood (100 µL, heparinized) from healthy subject was mixed with 

100 µL of treatment (all treatments presented a β-CD final concentration of 45 µM) for 

1 h at 37ºC. Then, the erythrocytes were separated by centrifugation (2,000 rpm for 10 

min) and the supernatant (100 µL) was collected. The amount of released hemoglobin 

was determined by reading the absorbance at 540 nm using a microtiter plate reader. To 

determine the absorbance of 100 % hemolysis, erythrocytes were lysed with 0.1 % 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich). The negative control was PBS. The hemolytic activities 

were calculated relative to the 0.1 % Triton X-100-treated samples. The experiments 

were made in triplicate.  

 

2.6 Cell culture 

 

The target cells used in this experiment were human dermal fibroblasts isolated 

from healthy subjects (n = 3) and from NPC patients (n = 3) 
20

 . The cells were 

maintained at 37ºC under 5% CO2 in DMEM supplemented with 10% FBS, antibiotics 

(200 μg mL
-1

 penicillin G, 200 μg mL
-1

 streptomycin), and 2 μg mL
-1

 of fungizone.  

 

2.6.1 Neutral red uptake assay (NRU) 

 

After sufficient growth for experimentation, fibroblasts from healthy subjects (1 

× 10
4
 cells/well) were seeded in complete media in the 96-well-culture plates and grown 

for one day prior to treatment with the nanoparticles. Free β-CD, NSβ-CD, NS
F

β-CD, and 

P80@2β-CD at three different concentrations of β-CD (11.25, 22.5 and 45 µM), were 

added to DMEM complete media (125 µL) in 96-well-culture plate and the cells were 

treated for 48 h under standard conditions. The treatments were repeated three times at 
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least. After the incubation time, the treatment solution was removed from each well and 

cells were washed with PBS. In sequence, 150 µL of neutral red dye (100 µg mL
-1

) 

dissolved in the serum-free medium (pH 6.4) were added to the culture and incubated 

for 3 h at 37ºC. Cells were washed with PBS, and then 150 µL of elution medium 

(water:ethanol:acetate, 50:49:1, v/v/v) were added and followed by a 20 min gentle 

shaking for complete dissolution. Absorbance was recorded at 540 nm using a 

microtiter plate reader. The absorbance of negative control (DMEM) cells was set as 

100% of viability and the values for treated cells were calculated as a percentage of the 

control. The experiment was repeated in NPC patient-derived dermal fibroblasts using 

the highest dose of β-CD for all treatments.   

 

2.6.2 LysoTracker red staining 

 

LysoTracker dye stains cellular acidic compartments and visualizes enlarged 

lysosomes at the proper dye concentration in patient cells 
26

. Briefly, 1.2 × 10
5
 cells/well 

were seeded in Chamber Slide™. Following a 24 h incubation period at 37ºC under 5 % 

CO2, cells were washed with PBS and incubated with 1000 μL/well of NS
F

β-CD
 
in 

DMEM (equivalent to 45 µM of β-cyclodextrin) at 37ºC for 1 and 3 h. Subsequently, 

cells were washed with PBS and incubated with LysoTracker 1000 µL/well (50 nM 

LysoTracker Red dye - L-7528) at 37ºC for 15 min. Cells were analyzed by confocal 

microscopy (Olympus – FV100). 

 

2.6.3 Filipin assay 
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The sequestration and resulting accumulation of unesterified cholesterol in the 

LE/L compartment can be visualized in cells by fluorescence microscopy after staining 

with filipin reagent 
21

.   To determine cholesterol depletion using the nanoparticles, 1.2 

× 10
5
 cells/well were seeded in Chamber Slide™. Following a 24 h incubation period at 

37ºC under 5 % CO2, cells were washed with PBS and incubated with 1000 μL/well of 

DMEM, NSβ-CD, P80@2β-CD, and free β-CD
 
in DMEM (45 µM of β-cyclodextrin) at 

37 ºC for 48 h. Subsequently, cells were washed with PBS, fixed with 

paraformaldehyde (3.6 %) for 30 min and incubated with filipin reagent (1 h) for 

histological examination in a fluorescent microscope (Olympus Optical, BX41TF).  

 

2.7 In vivo assay 

 

2.7.1 Animals 

 

Male Swiss mice (40-50 g) were obtained from the Instituto de Ciência e 

Tecnologia em Biomodelos (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil). They were kept in the 

animal-housing facilities with 4 animals per cage under controlled temperature (22°C–

25°C), with a 12-hour light-dark cycle (6 am–6 pm) and food and water ad libitum.  

 

2.7.2 Fluorescence measurements 

 

NS
F

β-CD or NSβ-CD were intraperitoneally injected (300 µL) and mice were killed 

by anesthetic overdose (sodium pentobarbital, 500 mg kg
-1

, intraperitoneal) after 15 

min, 1 h, and 24 h of treatment with the nanoparticles. The organs were rapidly 

dissected and ex vivo fluorescence images were acquired on an IVIS Lumina System 
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live animal biophotonic imaging system (Xenogen Corp, CA, USA). Signals were 

collected from a determined region of interest (ROI) using the contour ROI tool and 

total flux intensities (photons/s) analyzed using Living Image Software 4.5. 

Experiments were repeated 2 times (3 animals/group) with different batches of 

formulations. 

 

2.8 Statistical analysis 

 

All results were expressed as mean ± standard error of the mean (SEM).  

Comparisons between means were analyzed by unpaired t test (for 3β,5α,6β-triol 

analysis) or by one-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple range test (for all other 

assays).   
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3. Results  

 

A previous study from our group 
10

 has demonstrated that monoolein-based 

nanoparticles stabilized by P80 are a versatile platform for brain targeting. In order to 

incorporate -CD into the nanoparticles, we proposed to add to the formulation an 

inclusion complex of -CD with P80 as guest (P80@2β-CD). The inclusion complex 

was prepared maintaining an aqueous solution of P80 and -CD under magnetic stirring 

at 35°C. After 24 h, the appearance of this solution was pearlescent indicating self-

assembly of the system. The mixture of P80@2β-CD and monoolein technical grade 

generated a milky pearlescent formulation (NSβ-CD) without macroscopic aggregates.  

The particle size distribution of NSβ-CD was determined by dynamic light 

scattering. A monomodal distribution was observed (Figure 1a) with Z-average 

diameter (calculated by the cumulant method) of 121 ± 1 nm and polydispersity index 

lower than 0.2. The system was labeled with the fluorescent dye coumarin-6 (NS
F

β-CD) 

aiming in vivo tracking. The formulation showed green fluorescence as expected. The 

particle size distribution (Figure 1b) was similar to that obtained without the fluorescent 

dye, with a Z-average diameter of 122 ± 4 nm and polydispersity index lower than 0.2.  

[Insert Figure 1] 

The NSβ-CD formulation was visualized by cryo-TEM (Figure 2) and three 

different structures were observed. Most of the structures present in the formulation 

were round particles (white arrow, Figure 2). The size of these particles is compatible 

with the Z-average diameter obtained by dynamic light scattering. As expected 
10

, some 

vesicles (dashed white arrow) coexisted with the nanoparticles. Interestingly, the image 

also shows micrometric flat plate structures (black arrow), which probably caused the 

pearlescent appearance of the formulation.     
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[Insert Figure 2] 

The SAXS curve of the NSβ-CD formulation displayed a single broad correlation 

peak between q = 1.0 and 2.5 nm
-1

 (Figure 3). This region of the curve was fitted to the 

Teubner-Strey model (Equation 1), 

 

𝐼𝑇𝑆(𝑞) =
8𝜋(𝜂2)/𝜉

𝑎2−2𝑏𝑞2+𝑞4   (1) 

 

where 2
 is the squared scattering length density contrast,  is the correlation length, 

and a and b are parameters related to  and the characteristic domain size d = 2/qmax 

(qmax is the peak position). The Teubner-Strey model describes density fluctuations in 

disordered bicontinuous systems 
27

. The adequate fitting to this model (Figure 3) 

suggested that the monoolein-based nanoparticles present a disordered bicontinuous 

inner structure, similarly to the nanoparticles without -CD 
10

. The fitting of the SAXS 

data to the Teubner-Strey model gives the average length of a single lipid-water 

periodicity (d) and the length scale in which the quasi-periodical order is lost (). The 

correlation length  of the bicontinuous structure was 1.5 nm and the characteristic 

domain size d was 4.6 nm. These values were similar to those obtained for the 

nanoparticles without -CD 
10

, suggesting that the hydration level of the system was not 

affected by the inclusion complex. In this way, the inclusion complex is probably 

decorating the surface of the nanoparticles.  

[insert Figure 3] 

We measured the concentration of 3β,5α,6β-triol in the plasma of NPC patients 

and healthy subjects by LC-MS/MS. NPC patients had 3β,5α,6β-triol levels of 208 ± 

32.8 ng mL
-1

 (mean ± SEM), while healthy subjects had significantly lower levels (9.7 
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± 3.2 ng mL
-1

). The results demonstrated that LC-MS/MS can be considered as a non-

invasive technique, compared to filipin test, to confirm the diagnosis of NPC disease. 

The fibroblasts were cultivated to test the cytotoxicity of the formulations by 

NRU (figure 4).  P80@2β-CD and pure -CD were also evaluated for comparison. 

Initially, samples with three different concentrations of β-CD were tested in healthy 

human dermal fibroblasts (figure 4a). As all samples presented non-toxic effects, the 

samples with the highest concentration of β-CD (45 µM) were used in NPC patient-

derived dermal fibroblasts (figure 4b). In agreement with the results obtained in healthy 

fibroblasts, the formulations, P80@2β-CD, and free β-CD did not show toxic effects in 

NPC patient-derived dermal fibroblasts. 

[Insert Figure 4]  

Since formulations have demonstrated safety under tested conditions, the 

lysosomal uptake of the dye-labeled formulation NS
F

β-CD (green fluorescence) was 

evaluated in NPC patient-derived dermal fibroblasts by confocal microscopy (Figure 5). 

The lysosomes were labeled with LysoTracker red fluorescent dye. The images were 

evaluated by ImageJ in order to calculate the Pearson’s coefficient, which determines 

the efficiency of two fluorophores co-localization (LysoTracker and cumarin-6). After 1 

h of incubation, NS
F

β-CD presented high co-localization with lysosomes (yellow 

fluorescence-Pearson’s coefficient of 0.80 ± 0.03). Even after 3 h, the nanoparticles 

remained highly co-localized with lysosomes (Pearson’s coefficient of 0.78 ± 0.06).  

[Insert Figure 5] 

In order to evaluate the potential of NSβ-CD to decrease the concentration of 

unesterified cholesterol accumulated inside the LE/LY compartment of NPC cells, NPC 

patient-derived dermal fibroblasts were exposed to free -CD, pure P80@2β-CD, and 

NSβ-CD for 48 h. The cholesterol depletion induced by these samples was investigated 
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using filipin as a histochemical marker for cholesterol, and cells were observed using a 

fluorescence microscope (Figure 6a). The images were treated with ImageJ software in 

order to compare the intensity of fluorescence among the treatments (Figure 6b). The 

fluorescence intensity decreased by about 50 % after all treatments, demonstrating the 

ability of the samples to capture the accumulated cholesterol inside the cells. 

Considering the results obtained by cryo-TEM, which showed a presence of flat plate 

micrometric structures in the NSβ-CD formulation, we also evaluated the cholesterol 

depletion by the filtered (0.45 µm or 0.22 µm) formulation. Both filtered aliquots 

caused cholesterol depletion similar to that observed for the NSβ-CD. This result suggests 

that the flat plate structures in the formulation were not the main responsible for 

cholesterol depletion in the cells.  

[Insert Figure 6] 

The in vitro hemolytic activity was tested to verify the risk of the formulations 

for parenteral administration (figure 7). Free hemoglobin was not detected in the blood 

samples after adding the formulations. This result suggests that the formulations are 

potentially safe for injectable use. 

[Insert Figure 7] 

The biodistribution of nanoparticles was monitored in mice using the fluorescent 

labeled nanoparticles (NS
F

β-CD). The NSβ-CD was also tested for comparison. The 

formulations were administered to the animals and the fluorescence was followed after 

15 min, 1 h, and 24 h with IVIS Lumina System live animal biophotonic imaging 

system (Xenogen Corp, CA, USA). The main organs affected by NPC were isolated 

after administration of nanoparticles (figure 8). The images obtained after treatment 

with NSβ-CD showed no significant fluorescence in any analyzed organ, as expected. On 

the other hand, the images obtained after treatment with NS
F

β-CD demonstrated high 
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fluorescence intensity in the brain and low fluorescence intensity in the kidney, spleen, 

and liver just after 15 min of injection. The fluorescence intensity decayed in all organs 

after 1 h or 24 h of treatment.   

[Insert Figure 8] 
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4. Discussion 

 

 NPC is a lysosomal disease currently conceived as a lipid trafficking disorder. 

Impaired egress of cholesterol from the LE/LY compartment is a specific key element 

of the pathogenesis 
28

. The reduction of lipid storage in brain tissues can be linked with 

neurological improvements, but it is also particularly challenging because the drug must 

cross the BBB. Recently, some studies have proposed -CD as a potential treatment to 

the NPC disease. This macromolecule can contribute to decreasing the cholesterol 

accumulation in the LE/LY of animal models and in cells of NPC patients. However, 

the cytotoxicity of -CD cannot be ignored, because of its ability to release lipid 

compounds from cell membranes 
29

. In addition, free β-CD is not capable to cross the 

BBB 
7, 30

. Brain targeting could circumvent the cytotoxicity drawback of -CD and also 

improve the neurological response to the treatment. 

 In this study, an inclusion complex of -CD and P80 was incorporated into 

monoolein-based nanoparticles aiming brain targeting. The DLS and SAXS results 

suggest that the inclusion complex acted as a supramolecular stabilizer decorating the 

nanoparticle surface. It seems that we used an excess of the inclusion complex to obtain 

the formulations, because flat plate micrometric structures coexisting with the 

nanoparticles were observed by cryo-TEM. These structures gave a pearlescent 

appearance to the formulations.  

 We exposed a culture of healthy human dermal fibroblasts to free β-CD, 

P80@2β-CD, and to the nanoparticle formulation loaded (NS
F

β-CD) or unloaded (NSβ-

CD) with coumarin-6, during 48 h to evaluate the cytotoxicity of the samples using the 

NRU. Neutral red is a weak cationic dye that can cross the plasma membrane by 

diffusion and tends to accumulate in lysosomes within the cell. If the cell membrane is 
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altered, the uptake of neutral red is decreased and can leak out, allowing for discernment 

between live and dead cells 
31

. Results showed negligible cytotoxic effects for all 

systems in the three tested concentrations of β-CD (11.25, 22.5, and 45 µM) with 

viability values close to 100% (Figure 4a). The protocol was repeated in NPC patient-

derived dermal fibroblasts using the highest β-CD concentration (45 µM) for all 

samples. The results corroborated with those obtained in healthy fibroblasts, showing 

that the tested systems were non-toxic to NPC patient-derived dermal fibroblasts.         

 A cell uptake study was performed to examine the targeting ability of the 

nanoparticle in the cell culture of NPC patient-derived dermal fibroblasts. The dyes 

coumarin-6 and LysoTracker were used to label nanoparticles and acidic organelles, 

respectively, as shown in Figure 5. After 1 h of treatment with the nanoparticles, a high 

level of co-localization (yellow) of NS
F

β-CD (green) and lysosomes (red) was exhibited, 

indicating that the NS
F

β-CD was confined in acidic compartments. This retention level 

remained even after 3 h of treatment with high co-localization. Also, during 48 h of 

incubation with NPC patient-derived dermal fibroblasts, the NSβ-CD was able to reduce 

and promote the release of accumulated cholesterol from LE/LY demonstrating in vitro 

efficacy, without damaging cell membranes. This is a consequence of the targeted 

internalization of -CD into the lysosomes mediated by the nanoparticles.  

 A pre-requisite for a parenteral delivery system is low or negligible hemolytic 

activity. Although the structural features of some non-lamellar lipid dispersions are 

rather well investigated, good understanding of interaction aspects between such 

delivery vehicles and blood cells or model membranes is still lacking. Nevertheless, a 

previous study of our group with monoolein-based nanoparticles showed a negligible 

hemolytic activity, with values similar to those of the negative control 
10

. On the other 

hand, another study developed by Barauskas et al.
32

 showed that monoolein-based 
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cubosomes can cause a hemolysis degree incompatible with parenteral administration. 

According to the authors, the hemolytic activity was strongly dependent on both the 

lipid nature and the overall composition. In the present study, the nanoparticle with the 

highest β-CD concentration was chosen for the hemolytic activity test. For comparison, 

pure P80@2β-CD and free β-CD were also tested. The hemolytic values caused by all 

tested systems were similar to those caused by the DMEM media, which means that the 

nanoparticles were potentially safe for parenteral administration. The result was 

opposite to that observed by Barauskas and coworkers, even though both systems were 

made of monoolein. This divergence is probably because we obtained a disordered 

bicontinuous structure instead of a liquid crystalline phase. The absence of hemolytic 

activity presented by NSβ-CD was corroborated with the non-toxic effects observed in 

cultured fibroblasts.  

 The most severe consequence of NPC is neurodegeneration, which contributes to 

the reduced weight gain, cognitive decline, and premature death 
5
. Cholesterol 

metabolism in the brain is compartmentalized from that in the periphery by the BBB. 

Essentially all cholesterol in the brain is synthesized within this organ rather than being 

delivered from plasma lipoproteins. The most striking consequence of NPC1 deficiency 

in the brains of mice and humans is a profound loss of Purkinje neurons in the 

cerebellum. This is not repaired by free β-CD because this macromolecule is not 

capable to cross the BBB 
7, 30

. Despite this, the results obtained in the present study 

demonstrated that the NS
F

β-CD formulation reached the brain tissue of the animal more 

intensely than the other tissues investigated, even just after 15 min of injection. In this 

way, the ability of P80 to target monoolein-based nanoparticles to the brain 
10

 was not 

affected by the formation of an inclusion complex with -CD. Therefore, the 
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nanoparticles loaded with -CD may be a technological advantage in the treatment of 

the NPC disease with brain impairment. 

The NS
F

β-CD formulation reached the liver after 15 min, remaining there at least 

for 1 h. This is an important result for NPC treatment because severe liver damage is 

prevalent in many NPC patients 
5
. The NS

F
β-CD also reached the kidney and spleen of 

animals, probably due to processes related to detoxification of the nanoparticles from 

the body. The localization of nanoparticles in these organs (even less intensely than in 

brain tissue) is an important finding, as these organs are also affected by cholesterol 

accumulation 
28

.     

Concluding, the results showed that the formulation with β-CD was able to be 

retained inside the lysosomes for at least 3 h and demonstrated the capacity to decrease 

accumulated cholesterol in NPC patient-derived dermal fibroblasts. In addition, the 

biodistribution profile of the formulation with β-CD was favorable to treat NPC mainly 

affected organs. It is important to emphasize the infiltration of the nanoparticles in the 

brain tissue, which is poorly reached by free β-CD according to the literature. Also, the 

use of nanoparticles to deliver β-CD would probably decrease the toxic effects caused 

by this macromolecule. Although the therapeutic effect of the formulation with β-CD 

was not evaluated in different organs, the results of biodistribution in the animal model 

combined with the cholesterol reduction observed in NPC patient-derived dermal 

fibroblasts reveal a great potential of NSβ-CD for the treatment of neurological 

impairments caused by NPC. 
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FIGURE CAPTIONS 

Figure 1. Particle size distribution by intensity for (a) NSβ-CD, and (b) NS
F

β-CD (DLS 

measurements carried out at a detection angle of 173°, 25 °C).  

 

Figure 2. Cryo-TEM image of the NSβ-CD formulation showing disordered bicontinuous 

structures (white arrow), vesicles (dashed white arrow), and flat plate structures (black 

arrow). 

 

Figure 3. SAXS curve of the NSβ-CD formulation. The data (black dots) were fitted to 

the Teubner-Strey model (red line). 

 

Figure 4. (a) Cell viability of healthy human dermal fibroblasts incubated with β-CD, 

P80@2β-CD, NSβ-CD, and NS
F

β-CD. The values 11.25, 22.5, and 45 µM refer to the 

concentration of β-CD in the test; (b) cell viability of NPC patient-derived dermal 

fibroblasts incubated with β-CD, P80@2β-CD, NSβ-CD, and NS
F

β-CD (the final 

concentration of β-CD was 45 µM). The experiments were made in triplicate. Data = 

mean ± SEM (one-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple range test). 

 

Figure 5. Confocal microscopy images showing the internalization of NS
F

β-CD by NPC 

patient-derived dermal fibroblasts after 1 and 3 h of incubation. Column 1: Coumarin-6 

channels showing the green fluorescence from coumarin-6 loaded 

nanoparticles/complex; Column 2: LysoTracker channels showing the red fluorescence 

from LysoTracker labeled acidic organelles; and Column 3: Merged channels coumarin-

6 and LysoTracker.  
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Figure 6. (a) Filipin staining of NPC patient-derived dermal fibroblasts. (1) NPC 

fibroblasts without treatment (WT); (2) NPC fibroblasts treated with 45µM of free β-

CD; (3)NPC fibroblasts treated with NSβ-CD (45µM of β-CD); (4) NPC fibroblasts 

treated with P80@2β-CD (45µM of β-CD); (5) NPC fibroblasts treated with NSβ-CD 

(after passed through 0.45 µm filter); (6) NPC fibroblasts treated with NSβ-CD (after 

passed through 0.22 µm filter). (b) Fluorescence quantification of all formulations by 

ImageJ. Data = mean ± SEM. **p<0.001, ***p<0.0001 compared to NPC patient-

derived dermal fibroblasts without treatment (one-way ANOVA, followed by Tukey’s 

multiple range test). 

 

Figure 7.  Hemoglobin release from human blood due to the interaction of β-CD, 

P80@2β-CD, NSβ-CD, and NS
F

β-CD with erythrocytes. The data were normalized to the 

hemoglobin release level of the Triton X-100 positive control. The experiments were 

made in triplicate. Data = mean ± SEM. ***p<0.0001 compared to positive control 

(one-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple range test).  

 

Figure 8. Fluorescence in mice organs after intraperitoneal injection of nanoparticles. 

A/J mice were treated with 300 μL of (A) NSβ-CD (n=3) or (B) NS
F

β-CD (n=6). Ex vivo 

fluorescence images of the brain, lung, kidney, spleen, and liver, respectively, after (a) 

15 min, (b) 1 h and (c) 24 h of treatment with nanoparticles.  
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Figure 7 
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GRAPHICAL ABSTRACT 

 

 

Monoolein-based nanoparticles loaded with an inclusion complex between polysorbate 

80 and β-cyclodextrin were developed and presented high lysosomal uptake and non-

cytotoxicity in Niemann-Pick C patients-derived dermal fibroblasts. The nanoparticles 

depleted the accumulated cholesterol in these patient´s cells and showed a desired 

biodistribution in mice, being more intensely located in the brain tissue. The 

nanoparticles present a great potential for the treatment of neurological impairments 

caused by the Niemann-Pick C disease. 
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3.3 Artigo 3: Preliminary toxicological evaluation of nanoparticles developed to 

delivery drugs in central nervous system. 
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ABSTRACT 

 

Understand the properties of nanoparticles and their effect on body is crucial when these 

systems were developed for biomedical application. Our group developed monoolein-

based nanoparticles (NS) with a disordered inner structure able to reach the brain tissue. 

These nanoparticles were firstly built as a platform to treat lysosomal storage disorders 

(LSDs) with brain impairment. Using NS as a platform, we incorporate β-cyclodextrin 

in nanoparticles (NSβ-CD) and tested them as a therapy for Niemann-Pick type C (NPC) 

disease, a LSD characterized by cholesterol accumulation in lysosomes. Considering the 

promising results obtained with nanoparticles, we aimed to evaluate the cytotoxicity 

potential of NS and NSβ-CD in dermal fibroblasts derived from NPC patients. After cell 

incubation with nanoparticles for 48 hours the cytotoxicity parameters were analyzed. 

The neutral red uptake assay demonstrated that nanoparticles did not cause decrease in 

cell viability. Also, the nanoparticles did not cause impairment in oxidative/nitrative 

stress evaluated in NPC patient-derived dermal fibroblast and they did not induce 

genotoxicity in healthy fibroblasts. These results have important implications for in vivo 

use of monoolein-based nanoparticles with a disordered inner structure. 

 

 

 

 

 

Keywords: Nanoparticle, Lysosomal storage disorder, Niemann-Pick C, β-cyclodextrin, 

toxicological evaluation.  

 

 

Abbreviations: β-CD – β-ciclodextrin; BBB - Blood-brain barrier; CNS – Central nervous system; Cryo-

TEM – Cryogenic transmission electron microscopy;  DLS- Dynamic light scattering; LSD - Lysosomal 

Storage Disorders; NPC – Niemann Pick type C; NRU – Neutral red uptake; NS - Nanoparticles; NSβ-CD 

– Nanoparticles with β-cyclodextrin;  P80 – Polysorbate 80; SAXS - Small-angle X-ray scattering. 
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1. Introduction 

 

Since the application of nanotechnology has been increasingly studied in the 

biomedical field, human contact with nanoparticles becomes inevitable, which makes 

the study of nanotoxicology increasingly important (Lewinski et al., 2008). Exposure to 

nanoparticles for medical purposes involves intentional contact or administration; 

therefore, understanding the properties of nanoparticles and their effect on the body is 

crucial before clinical use can occur (Lewinski et al., 2008). In this context, 

nanoparticle toxicity refers to the ability of the particles to adversely affect the normal 

physiology as well as to directly interrupt the normal structure of organs and tissues of 

humans and animals. One important feature of nanotoxicology is that materials which 

are not harmful in their bulk form may be toxic on the nanoscale (Chatterjee et al., 

2017). 

Considering nanoparticles to biomedical application, a thorough scientific 

validation is necessary for the risk evaluation of nanomaterials, and screening assays are 

needed to assess their chemical and physical properties. There are several 

physiochemical parameters to determine toxicity such as particle size, shape, surface 

charge and chemistry, composition, degradability, biocompatibility, and subsequent 

nanoparticle stability (Chatterjee et al., 2017). Further particle-related factors, the 

administered dose, route of administration, and extent of tissue distribution seem to be 

important parameters in nanocytotoxicity. A probable nanotoxicity mechanism  has 

been associated to oxidative stress and proinflammatory gene activation (Arora et al., 

2008; Hsin et al., 2008).  

We developed monoolein-based nanoparticles as a smart platform to delivery 

drugs/enzymes in the central nervous system (CNS) and treat lysosomal storage 
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disorders (LSD) with brain impairment (Donida et al., 2018). The lipid-based 

nanoparticles with inner disordered (NS) were composed by monoolein (technical 

grade) and polysorbate 80, which are biodegradable and biocompatible products 

(Lutton, 1965; Alyaudtin et al., 2001). After, using NS as model, we built a nanoparticle 

containing β-cyclodextrin (NSβ-CD), aiming treat Niemann-Pick C (NPC) disease, a 

lysosomal storage disorder (LSD) characterized by cholesterol accumulation inside the 

lysosomes (Donida et al., 2019).  The both lipid-based nanoparticles with inner 

disordered bicontinuous structure were extensively characterized by dynamic light 

scattering (DLS), small angle X-ray (SAXS) and by cryogenic transmission electron 

microscopy (cryo-TEM). Also, they were uptake by lysosomes in vitro, reached CNS in 

animal model, in addition the NSβ-CD was able to decrease accumulated cholesterol in 

NPC fibroblasts. Taking into account that the nanoparticles were developed for 

biological application and considering the promising previous results obtained, we 

intend to study the cytotoxicity related to NS and NSβ-CD in NPC patient-derived dermal 

fibroblast; as well as genotoxicity in dermal fibroblasts derived from healthy subjects.  
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2. Materials and Methods 

 

2.1 Materials 

Monoolein technical grade (39.9 % of 1-oleoyl-rac-glycerol mixed with 22.5% 

of diglycerides and 34.7% of triglycerides; batch number – BCBQ8354V), β-

cyclodextrin, polysorbate 80, Filipin III from Streptomyces filipinensis and Neutral Red 

dye were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin–EDTA, L-glutamine, 

penicillin/streptomycin, fungizone and phosphate buffered saline (PBS) were purchased 

from Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EUA). Ultrapure water (Milli-Q, 

Millipore Corp., Bedford, MA) was used to prepare all the formulations.  

 

2.2 Nanoparticle preparation 

The load-off NS and the NS loading β-CD (NSβ-CD – 7.5 mM of β-CD)  were 

prepared and characterized as described by Donida et al. (2018)  and Donida et al. 

(2019), respectively.  

 

2.3 Samples and cell culture 

Skin biopsy (Coelho and Giugliani, 2000) was obtained from NPC patients 

(n=3) at the moment of diagnosis and from healthy subjects (n=3). The clinical features 

presented by NPC patients include dystonia, dysphagia, seizures, vertical supranuclear 

palsy and psychiatric disorders. Diagnosis was confirmed by the Filipin test, performed 

on cultured fibroblasts (Vanier and Latour, 2015).   

The skin biopsy fragment was placed in polyethylene sterile vials for culture 

cells. The target cells used in this experiment were human dermal fibroblasts. The 

fibroblasts were maintained at 37 °C under 5% CO2 in DMEM and supplement with 
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10% FBS (fetal bovine serum), antibiotics (200 μg mL
−1

 penicillin G, 200 μg mL
−1

 

streptomycin) and fungizone (2 μg mL
−1

). After approximately 4 weeks, when cell 

confluence was achieved, the fibroblasts were harvested with trypsin and seeded in 

complete media 96-well culture plates (1.6 × 10
4
 cells/mL) or 24-well culture plates (1 x 

10
5
 cel/mL)  and grown for one day prior to treatment with the nanoparticles. The final 

concentration, related to monoolein, of NS and NSβ-CD used in all tests was 117.9 μg 

mL
−1

. The final β-CD concentration of NSβ-CD was 45 µM, in all tests. The cells were 

treated for 48 h under standard conditions. To oxidative/nitrative stress analyses cells 

and supernatants were harvested and frozen at −80 ºC, which were performed in less 

than 2 weeks (Coelho and Giugliani, 2000). The cytotoxicity and genotoxic assays were 

performed shortly after 48 hours treatment.   

 The work was conducted in compliance with the Council for International 

Organizations of Medical Sciences/World Health Organization (CIOMS/WHO 1993) 

and the Resolution number 466/2012 of the Brazilian Health Council Regulating 

Guidelines and Standards of Research that Involves Human Beings. Written informed 

consent was obtained from all participants. The study was approved (number 15-0468) 

by the Research Ethics Committee of the Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

(CEP/HCPA).  

 

2.4 Neutral red uptake assay (NRU) 

 The cytotoxicity was evaluated using NRU, in accordance to protocol previously 

described by Repetto et al. (2008). Briefly, after treatment cells were washed with PBS 

and incubated with 250 µL of neutral red solution (25 µg mL
-1

) at 37°C for 3 h. Then, 

cells were washed and incubated for 30 minutes, protected from light, with adsorbent 

solution (mixture of acetic acid, ethanol and water in ration of 1:50:49) and absorbance 



 

 

91 

 

was measured at 540 nm in spectrophotometer microplate reader. The absorbance of 

cells without treatment (WT) was set as 100% viability, and the values for treated cells 

were calculated as a percentage of the WT.  

 

2.5 Superoxide Dismutase (SOD) activity 

 The SOD assay was performed in the cell lysate. The activity of SOD was 

calculated by the method described by Misra and Fridovich (1972), which estimates the 

dismutation of the superoxide radical through the inhibition of adrenaline oxidation at 

480 nm. Inhibition of adrenaline oxidation occurs by the presence of SOD enzyme in 

the sample, and the activity was indirectly evaluated by kinetic mode in the microplate 

reader SpectraMax® M2
e
 (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, 

Sunnyvale, California). A unit (U) of SOD is defined as the amount of enzyme required 

to inhibit 50 % of adrenaline oxidation. The SOD activity is expressed as U SOD/mg 

protein. 

 

2.6 Catalase enzyme activity (CAT) 

 The CAT activity was determined in cell lysate through the method previously 

described by Aebi (1984), which is based on the decay of absorbance at 240 nm due to 

consumption of H2O2 by the enzyme present in the sample. The activity was evaluated 

by kinetic mode in the microplate reader SpectraMax® M2e (Molecular Devices, MDS 

Analytical Technologies, Sunnyvale, California). One unit (U) of CAT is defined as 1 

μmol of H2O2 consumed per minute expressed as U CAT/mg protein. 

 

2.7 Dichlorofluorescein diacetate oxidation (H2DCF-DA) measurement  
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 The generation of Reactive Oxygen Species (ROS) can be estimated by the 

method described by LeBel et al. (1992) in cell lysate. H2DCF-DA in presence of ROS 

leads to the production of dichlorofluorescein (DCF), a fluorescent product that can be 

quantified by fluorimetry. Fluorescence intensity was evaluated in SpectraMax® M2e 

Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, 

California) using excitation and emission wavelengths at 480 and 535 nm, respectively. 

A calibration curve was performed with standard DCF (10 μM) and the ROS level of 

was expressed as nmol DCF/mg protein. 

 

2.8 Isoprostanes measurement 

Isoprostanes, products of arachidonic acid metabolism and biomarkers of lipid 

peroxidation, were measured by a competitive enzyme-linked immunoassay (ELISA) 

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) in cell supernatants, according to the 

manufacturer’s instructions. This assay is based on competition with an 8-

isoprostane/acetylcholinesterase conjugate for a limited number of 8-isoprostane-

specific rabbit antiserum binding sites. The absorbance (λ = 415 nm) determined 

spectrophotometrically, was inversely related to the amount of free 8-isoprostane in 

samples. Results were expressed as pg of isoprostanes / mL. 

 

2.9 Nitrate and Nitrite assay  

The quantification of NO equivalents in cell supernatants was performed using 

the nitrate/nitrite colorimetric assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI) according 

to the manufacturer’s instructions. The NO produced in biological systems rapidly 

degrades to its stable products NO
−3

 (nitrate) and NO
−2

 (nitrite). The first step is the 

conversion of NO
−3

 to NO
−2

 using nitrate reductase. Subsequently, the formed NO
−2

 is 
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quantified using the Griess reaction, which results in a colored product, read at 540 nm. 

Results were expressed as µM of NO
−3

 + NO
−2

.  

 

2.10 Protein determination 

 The protein concentration in fibroblasts extracts was determined according to the 

method described by Bradford (1976), using bovine serum albumin as standard.  

 

2.11 Comet assay  

The alkaline comet assay was performed as reported by Singh et al. (1988). Cells 

were mixed with low melting point agarose solution and spread on agarose-precoated 

microscope slides. For each treatment, three slides were made. Slides were incubated in 

ice-cold lysis solution (2.5 mol/L NaCl, 10 mmol/L Tris, 100 mmol/L EDTA, 1% 

Triton X-100 and 10% DMSO, pH 10.0) at 4 °C for 24 h to remove cell membranes. 

Then, slides were placed in a horizontal electrophoresis unit and incubated with fresh 

alkaline buffer solution (300 mmol/L NaOH, 1 mmol/L EDTA, pH 13.0) at 4 °C for 

20 min to allow DNA unwinding and the expression of alkali-labile sites. 

Electrophoresis was conducted for 20 min at 25 V (94 V/cm). All these steps were 

performed under yellow light or in the dark to prevent additional DNA damage. Slides 

were stained using silver nitrate. One hundred cells from each treatment were selected 

and analyzed for DNA migration and the average of the three slides from each treatment 

group was used to determine the damage index. The damage index is an arbitrary score 

calculated for cells in different damage classes, which is scored visually according to 

the tail length of the “comet” into five classes: Class 0, undamaged, without a tail; Class 

1, with a tail shorter than the diameter of the head nucleus; Class 2, with a tail length 

one- to twofold greater than the diameter of the head; Class 3, with a tail longer than 
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twofold the diameter of the head; and Class 4, comets with no heads. The damage index 

ranges from 0 (no tail) to 400 (maximum migration). 

 

2.12 Statistical analysis 

 The results obtained were expressed as mean ± SEM (standard error of the 

mean). Comparisons between the mean values were made through one-way analysis of 

variance ANOVA followed by Tukey post roc test. Values of p <0.05 were considered 

significant. The software used for statistical analysis and graphs was GraphPad Prism 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA - version 5.0). 
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3. Results  

 

3.1 Cell viability assay  

 Fibroblasts viability was verified by NRU assay. The results demonstrate that 

there is no significant difference between the groups: WT (fibroblasts without 

treatment), NS and NSβ-CD [F(2,6) = 0.1429, p > 0.05]. These results allow us to assert 

that the nanoparticles NS and NSβ-CD, at the tested concentrations, were no toxic for 

NPC patient-derived dermal fibroblast and did not impair cell growth. 

 

 

 

Fig 1. Neutral red viability assay in NPC patient-derived dermal fibroblast without treatment (WT), and 

incubated with NS and NSβ-CD during 48h. Results represent mean ± SEM (standard error of the mean). 

One-way analysis of variance ANOVA followed by Tukey post roc test.  

 

3.2 Markers of oxidative and nitrative stress  

 Both NS and NSβ-CD were not able to alter the enzymatic activity of SOD [F(2,6) 

= 5.864, p > 0.05] and CAT [F(2,6) = 1.841, p > 0.05] presented in NPC patient-derived 

dermal fibroblast without treatment (WT) (figure 2a and 2b, respectively). The 

nanoparticles did not increase the ROS generation when compared to WT group [F(2,6) 

= 4.411, p > 0.05]. The lipid peroxidation was also not alter by nanoparticles [F(2,6) = 

0.4737, p > 0.05] and the nanoparticles seems not cause nitrative stress in cells [F(2,6) = 

0.2277, p > 0.05].  
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Fig. 2. Evaluation of oxidative and nitrative stress in NPC patient-derived dermal fibroblast without 

treatment (WT) and treated with NS and NSβ-CD. (a) Superoxide dismutase (SOD) activity; (b) catalase 

(CAT) activity; (c) DCF determination; (d) isoprostanes measurement; (e) nitrite/nitrate levels. Results 

represent mean ± SEM (standard error of the mean). 
#
 p<0.05 compared NS to NSβ-CD. One-way analysis 

of variance ANOVA followed by Tukey post roc test.  

 

3.3 Genotoxicity evaluation 

NS and NSβ-CD did not cause genotoxicity in human dermal fibroblasts from 

healthy subjects, evaluated by comet assay [F(2,6) = 0.1047, p > 0.05]. 

 

Fig. 3. Evaluation of genotoxicity in human dermal fibroblast from healthy subjects without treatment 

(WT) and treated with NS and NSβ-CD. 

 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 
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4. Discussion  

 

In the last two decades, the use of nanoparticles in experimental and clinical 

fields has risen exponentially due to their wide range of biomedical applications. 

Therefore, a thorough  toxicological evaluation is necessary to assess the risk of the 

nanocarriers for human exposure (Chatterjee et al., 2017).  

The size of the nanoparticles, an important toxicity-determining parameter, plays 

a crucial role in the accessibility of particles to cells. This could be attributed to the fact 

that nanoparticles of size >100-1000 nm have access to only a small number of cells, 

like macrophages, and are less harmful, whereas nanoparticles <100 nm can be 

internalized by any cell via endocytosis, that can ultimately pose more harm to the 

biological system (Chatterjee et al., 2017). The nanoparticles developed by our group - 

NS and NSβ-CD- presented size about 100 nm and a disordered inner structure, which is a 

less rigid structure achieved by simply mixing the components without the use of any 

organic solvent (Donida et al., 2018) (Donida et al., 2019). These characteristics added 

to the fact that they are formed with food ingredients and have high stability makes NS 

and NSβ-CD probably non-toxic nanocarries. However, the study of possible damages 

caused by these nanoparticles in patients' tissues is necessary. The concentration of NSβ-

CD used in all assays was based on the concentration of β-CD that presented 

pharmacological effect (Donida et al., 2019). Then, we used the volume of NS 

correspondent.  

The first method applied in cytotoxicity evaluation of nanoparticles was the 

NRU (Repetto et al., 2008). Once the lysosomes were already injured in LSD patients 

and the NS and NSβ-CD seems to be uptake by this organelle, the evaluation of 

nanoparticle effects in this organelle is extremely important. Both nanoparticles studied 
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did not impair the ability of NPC patient-derived dermal fibroblast to incorporate and 

bind the supravital dye neutral red (figure 1).  Neutral red is a weakly cationic dye that 

penetrates cell membranes by nonionic passive diffusion and concentrates in the 

lysosomes, where it binds by electrostatic hydrophobic bonds to anionic and/or 

phosphate groups of the lysosomal matrix (Repetto et al., 2008). When the cell dies or 

the pH gradient is reduced, the dye cannot be retained. Consequently, the amount of 

retained dye is proportional to the number of viable cells. Our previous results using 

healthy dermal fibroblasts also showed no cytotoxic effects for the NS. We already 

demonstrated the safety for parenteral administration because nanoparticles did not 

cause hemoglobin release (Donida et al., 2018) (Donida et al., 2019). Similar results 

were obtained by Valldeperas et al. (2016) when they test nanoparticles built with a 

mixture of mono e di-glycerides.  

 ROS play a central role in chemical process involved in nanotoxicology as they 

may have a direct impact on cell integrity or even lead to secondary processes that can 

ultimately cause cell damage, pro-inflammatory response and cell death (Gou et al., 

2010). Oxidative stress acts by alterations in enzymes like SOD and CAT.  An increase 

or decrease in these responses can be interpreted as evidence for oxidative stress, as the 

cell either compensates for increased stress by upregulating the production of 

antioxidants, or the exhaustion of cellular stores of SOD or CAT by oxidation from 

reactive nitrogen species or ROS (Chatterjee et al., 2017). Analyzing our results we can 

conclude that nanoparticles not altered oxidation/nitrative status of NPC patient-derived 

dermal fibroblast, with regard to enzymatic activity of SOD and CAT (figure 2a and 2b, 

respectively), to ROS release (determined by DCF quantification – figure 2c) and the 

quantification of nitrite/nitrate levels (figure 2e). These results can be corroborated with 

the fact that the isoprostanes measurement in cells was not altered after the treatment 
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with nanoparticles (figure 2d). The isoprostanes are biomarkers of lipid peroxidation, 

which is the oxidative degradation of cell membranes initiated by the presence of ROS. 

This assay has been widely used to demonstrate the ability of a variety of nanomaterials 

to elicit lipid peroxidation in multiple cell types (Chatterjee et al., 2017).  

Another important assay to verify the nanoparticle safety is the alkaline comet 

assay, which was used to determine the genotoxicity of formulations. The alkaline in 

vitro comet assay is a sensitive method for evaluating DNA primary damage, i.e. simple 

and double-strand breaks as well as alkali-labile sites (Singh et al., 1988). We used 

fibroblasts from healthy subjects to comet assay, because the NPC patient-derived 

fibroblast already presented high levels of DNA damage, making it impossible to use 

the sample of patients to determine the actual effect of nanoparticles on genotoxicity. 

Our results demonstrated that both NS and NSβ-CD were not genotoxic in the tested 

concentrations (figure 3). 

Consider the expose we can conclude that the NS and NSβ-CD did not cause 

impairment in oxidative/nitrative stress evaluated in NPC patient-derived dermal 

fibroblast, and also are not cytotoxic and genotoxic in concentration tested. These 

results have important implications for in vivo use of monoolein-based nanoparticles 

with a disordered inner structure. 
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4. DISCUSSÃO GERAL 

 

Os lisossomos são organelas responsáveis pela decomposição e 

reciclagem de inúmeras macromoléculas (incluindo carboidratos, lipídios, 

ácidos nucléicos e proteínas) e estão relacionados com uma ampla gama de 

processos fisiológicos como a homeostase do colesterol, o reparo de 

membrana plasmática, o remodelamento ósseo e tecidual, defesa contra 

patógenos, morte e sinalização celular (Futerman e Van Meer, 2004; Saftig e 

Klumperman, 2009). Duas classes de proteínas são essenciais para o 

funcionamento desta organela complexa: hidrolases lisossomais solúveis e 

proteínas integrais de membrana lisossomal (Saftig e Klumperman, 2009). 

Mutações em genes que codificam alguma destas proteínas resultam nas 

DLDs, doenças caracterizadas pelo acúmulo anormal de macromoléculas não 

metabolizadas no interior dos lisossomos (Futerman e Van Meer, 2004).  

As últimas duas décadas foram caracterizadas por notável progresso no 

tratamento das DLDs, incluindo fármacos que visam reduzir o substrato 

acumulado dentro dos lisossomos e estratégias que visam aumentar a 

atividade da enzima em falta, como TRE, transplante de células-tronco 

hematopoiéticas, chaperonas farmacológicas e terapia gênica (Desnick e 

Schuchman, 2002; Parenti et al., 2015) Estas terapias baseiam-se na 

propriedade das enzimas lisossomais de serem secretadas e absorvidas pelas 

células vizinhas via manose-6-fosfato. Após a internalização endocítica, a 

enzima é transportada para o lisossomo onde atua na quebra do substrato 

acumulado (Sly et al., 1981).  
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Apesar da TRE ser a alternativa mais utilizada no tratamento das DLDs, ela 

ainda apresenta limitações importantes a serem superadas em termos de 

eficácia, principalmente no que diz respeito às desordens com 

comprometimento neurológico (Parenti et al., 2015; Martin-Banderas et al., 

2016). Isso porque a TRE induz, comumente, a produção de anticorpos 

neutralizantes contra a enzima administrada, levando a uma diminuição da 

eficácia do tratamento e problemas de segurança farmacológica (Martin-

Banderas et al., 2016). Além disso, as enzimas recombinantes são moléculas 

grandes que não se difundem livremente através das membranas e são 

incapazes de atingir concentrações terapêuticas em alguns tecidos, 

principalmente no SNC (Parenti et al., 2015).   

Considerando os problemas apresentados pelas atuais terapias para as 

DLDs, propôs-se neste estudo de doutorado desenvolver nanopartículas (NS) 

que pudessem atuar como uma plataforma inteligente para entrega de 

enzimas/fármacos nos lisossomos e que fossem capazes de atingir o SNC. 

Esta plataforma foi utilizada como base para o desenvolvimento de uma 

nanopartícula contendo β-CD (NSβ-CD) que fosse potencialmente eficaz para o 

tratamento da NPC. Também, com a finalidade de melhor compreender o efeito 

das nanopartículas em células, planejou-se um estudo de toxicidade de ambas 

as partículas (NS e NSβ-CD) em fibroblastos de pele derivados de pacientes com 

a doença de NPC.   

Utilizando como base estudos que demonstraram a obtenção de 

nanoesponjas com a mistura de mono e diglicerídeos (Angelov et al., 2011; 

Valldeperas et al., 2016), foi escolhida a monoleína de grau técnico (40% de 

pureza) como lipídio formador da nanoestrutura. Isso porque a monoleína de 
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grau técnico apresenta em sua constituição, além do monoglicerídeo 1-oleoil-

rac-glicerol, impurezas na forma dos di e triglicerídeos correspondentes. A 

monoleína pura em excesso de água em temperatura fisiológica se auto-

associa em uma fase reversa cúbica bicontínua, a qual pode ser dispersa em 

partículas coloidas na forma de cubossomas (Valldeperas et al., 2016). 

Entretanto, em termos de toxicidade e carreamento de macromoléculas, os 

cubossomas parecem ser inferiores às nanoesponjas (Barauskas et al., 2010). 

Soma-se às vantagens apresentadas pelas nanoesponjas a possibilidade de 

utilização de um produto grau técnico, com valor cerca de 15 vezes inferior ao 

produto puro, para a sua formação.   

Para o desenvolvimento das nanopartículas, além do lipídio se faz 

necessária a utilização de um tensoativo, o qual é responsável por manter a 

estabilidade cinética do sistema. Para isso, escolheu-se o polissorbato 80, 

baseando-se em trabalhos publicados que demonstram a capacidade desse 

surfactante, ao revestir nanopartículas, de aumentar a concentração de 

fármacos no tecido cerebral (Kreuter, 2001; Kreuter et al., 2002; Kreuter et al., 

2003; Bernardi et al., 2009; Frozza et al., 2010; Gelperina et al., 2010).  

Através da técnica de alto cisalhamento, obteve-se nanopartículas (NS) 

com diâmetro médio adequado para a aplicação biológica (Blanco et al., 2015), 

em torno de 115 nm (determinado por espalhamento dinâmico de luz – DLS). O 

método de alto cisalhamento foi descrito pela primeira vez por Ljusberg-

Wahren e colaboradores (1996) e envolve a utilização de um equipamento de 

agitação do tipo estator-rotor para efetuar o cisalhamento. Através deste 

método, geralmente obtêm-se partículas com tamanho inferior a 200 nm e 

baixo índice de polidispersidade (Ljusberg-Wahren et al., 1996).  
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O espalhamento de raios-X a baixos ângulos (SAXS) é a técnica mais 

utilizada para identificar a estrutura de fase de nanopartículas líquido-cristalinas 

e foi utilizada neste trabalho porque fases esponjas podem ser consideradas 

como fases cúbicas bicontínuas reversas sem ordem de longo alcance 

(Anderson et al., 1989). O perfil de espalhamento obtido por SAXS ajustou-se 

ao modelo matemático de Teubner-Strey, o qual foi inicialmente utilizado para 

descrever flutuações na densidade de microemulsões (Teubner e Strey, 1987) 

e mais recentemente aplicado com sucesso para descrever fases esponja 

(Angelova et al., 2011). Cabe salientar que o ajuste dos dados a este modelo 

não permite diferenciar fase esponja e microemulsão bicontínua. Para isso, um 

estudo detalhado deveria ser realizado envolvendo a construção de diagrama 

de fase com os componentes da mistura que compõe a monoleína grau 

técnico. Como a composição exata dessa mistura não é conhecida, exigindo 

sua investigação laboriosa com ferramentas da química analítica, este estudo 

não foi realizado. Portanto, optou-se por descrever a estrutura interna das 

nanopartículas mais genericamente como sendo uma estrutura bicontínua 

desordenada. Através do modelo matemático, foi possível determinar o 

diâmetro médio compreendido pelos domínios das pseudofases ricas em água 

e ricas em lipídio em cerca de 4,6 nm. A largura da bicamada lipídica para 

monoleína pura foi previamente calculada em 3,2 nm (Marrink e Tieleman, 

2001). Comparando-se este valor àquele igual a 4,6 nm, pôde-se concluir que a 

estrutura bicontínua desenvolvida apresentou um baixo nível de hidratação. 

Além disso, o fator de anfifilicidade obtido para a nanoestrutura foi condizente 

àquele esperado para sistemas bicontínuos desordenados. As imagens de 

criomicroscopia eletrônica de transmissão (cryo-TEM) foram obtidas com o 
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intuito de complementar os resultados obtidos por SAXS. Gustafsson et al. 

(1996) foram os primeiros a caracterizar morfologicamente cubossomas 

utilizando cryo-TEM. Os autores conseguiram identificar uma periodicidade 

interna consistente com as medidas de espaçamento obtidas a partir de 

medidas de SAXS.  No presente estudo, através da análise das imagens 

obtidas por cryo-TEM, foram observadas estruturas desordenadas compatíveis 

com nanoesponjas ou microemulsões bicontínuas e diâmetro médio condizente 

àquele obtido através da técnica de DLS.  

Para determinar a citotoxicidade das nanopartículas, foi utilizado o ensaio 

de vermelho neutro.  O vermelho neutro é um corante catiônico fraco que pode 

atravessar a membrana plasmática por difusão e tende a se acumular nos 

lisossomos das células. Se a membrana celular for alterada, a absorção de 

vermelho neutro é diminuída, pois o corante tende a sair da célula, permitindo o 

discernimento entre células vivas e mortas (Repetto et al., 2008). A 

citotoxicidade pode ser então quantificada a partir de medições de 

espectroscopia de absorção do vermelho neutro sob diferentes condições de 

exposição. Sabe-se que as nanopartículas podem provocar toxicidade ao 

romper várias membranas dentro da célula. Quando a integridade da 

membrana é comprometida, o conteúdo de dentro dos compartimentos 

circundados por membranas pode extravazar, desencadeando estresse celular 

e interferindo na função das células e organelas (Wolfram et al., 2015). Nesse 

contexto, foi possível demonstrar através da técnica de vermelho neutro que 

diferentes concentrações das nanopartículas, quando incubadas com 

fibroblastos humanos provenientes de biópsia de pele de indivíduos saudáveis, 
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não causam citotoxicidade, apresentando valores de viabilidade próximos a 

100%.  

Outro importante fator que deve ser avaliado ao se desenvolver 

nanopartículas para administração parenteral é a atividade hemolítica, onde o 

pré-requisito é uma atividade nula ou negligenciável (Barauskas et al., 2010). 

Estudos prévios demonstraram que nanoesponjas constituídas por misturas de 

monoleína e diglicerídeos apresentaram valores de hemólise próximos a 1-2% 

(Barauskas et al., 2010). Entretanto, os cubossomas preparados somente com 

a monoleína causaram hemólise incompatível com a administração parenteral. 

Estes resultados demonstram que a atividade hemolítica não é somente 

dependente da natureza do lipídio utilizado na fabricação da nanopartícula, 

mas também da composição de lipídios utilizada (Barauskas et al., 2010). 

Através da determinação da liberação de hemoglobina pela incubação de 

sangue total com as nanopartículas, pôde-se comprovar que as NS não 

causam lise de hemácias, o que é considerado um pré-requisito para 

administração parenteral de sistemas de liberação.    

Verificou-se a capacidade da NS de atingir os lisossomos de fibroblastos 

humanos saudáveis.  Para isso, as nanopartículas foram marcadas com o 

corante fluorescence verde cumarina-6 (NSF) e os lisossomos foram corados 

com “lysotracker red”, de fluorescência vermelha. Após 1 h de tratamento das 

células com as nanopartículas, foi observada colocalização entre os dois 

corantes, indicando que a NSF foi confinada no compartimento ácido e pode ser 

utilizada como transportadora transmembrana de enzimas/fármacos para os 

lisossomos.  
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A NSF
 também foi utilizada para rastreamento nos tecidos de camundongos. 

As formulações foram administradas aos animais e a fluorescência foi 

determinada após 3, 6 e 24 h em homogeneizado de cérebro e de fígado. 

Como esperado, a cumarina-6 foi detectada no fígado durante todo o tempo de 

experimento, evidenciando o papel desintoxicante deste órgão. Da mesma 

forma, o corante fluorescente foi detectado no SNC logo após 3 h, sendo que a 

intensidade de fluorescência no cérebro aumentou após 6 h e se manteve 

constante em 24 h. Portanto, os resultados estão de acordo com os 

encontrados por Kreuter e colaboradores (2002, 2003 e 2013) que sugerem 

que após a administração parenteral, as lipoproteínas plasmáticas ApoB e 

ApoE adsorvem-se nas nanopartículas revestidas com polisorbato 80 para 

formar uma corona de proteína similar àquela vista para LDL, permitindo cruzar 

a BHE via transcitose mediada por receptores (Kreuter et al., 2002; Kreuter et 

al., 2003; Kreuter, 2013).  

Considerando os resultados promissores obtidos com este trabalho, seguiu-

se o estudo das NS, desta vez incorporando a β-CD, que vem sendo estudada 

como alternativa de tratamento para a doença de NPC. A NPC é uma DLD 

considerada como um distúrbio no trafego de lipídios, onde a saída prejudicada 

de colesterol do compartimento endossomal/lisossomal das células é um 

elemento-chave específico da patogênese (Vanier, 2015). Descobriu-se que a 

β-CD, anteriormente usada apenas para dissolver a alopregnanolona 

(neurosteróide estudado para tratar a NPC) (Griffin et al., 2004), foi a 

responsável por retardar a neurodegeneração e aproximadamente dobrar o 

tempo de vida de camundongos Npc1-/- de 7 dias de idade (Liu et al., 2008; 

Davidson et al., 2009; Liu et al., 2010). Então, os efeitos benéficos previamente 



 

 

109 

 

reportados à alopregnanolona em camundongos Npc1-/- (Griffin et al., 2004) 

começaram a ser atribuídos à β-CD. Uma injeção subcutânea de β-CD (4000 

mg/kg) em camundongos Npc1-/- uma vez por semana por 7 semanas reduziu o 

acúmulo de colesterol na maioria dos tecidos, diminuiu acentuadamente a 

neurodegeneração, melhorou a função hepática e aproximadamente dobrou a 

expectativa de vida dos camundongos (Ramirez et al., 2010). Além disso, o 

armazenamento neuronal de colesterol e de gangliosídeos foi reduzido, a 

neurodegeneração foi retardada e a expectativa de vida foi prolongada, quando 

a β-CD (4000 mg/kg) foi injetada subcutaneamente em camundongos Npc1-/- 

em dias alternados, começando no 7º ou no 21º dia após o nascimento 

(Davidson et al., 2009). Estudos de quantificação do colesterol excretado na 

bile por camundongos Npc1-/- demonstraram que a β-CD reduziu o 

armazenamento de colesterol em quase todos os tecidos e promoveu a 

excreção de colesterol na forma de ácidos biliares (Liu et al., 2010). É 

importante ressaltar que, embora a injeção de β-CD tenha mobilizado o 

colesterol do compartimento endossomal/lisossomal e reduzido os parâmetros 

inflamatórios em camundongos Npc1-/- de 49 dias, sua expectativa de vida não 

aumentou, provavelmente porque já havia ocorrido dano tecidual extenso 

nestes animais ou porque a β-CD, provavelmente, não tenha atingido o tecido 

cerebral (Liu et al., 2010). Além disso, a β-CD é eliminada 6 vezes mais 

rapidamente do organismo destes camundongos, comparando-se com 

camundongos de 7 dias de idade, o que poderia contribuir ainda mais para a 

menor eficácia da molécula em camundongos mais velhos (Liu et al., 2010). Os 

estudos descritos anteriormente sobre os efeitos notáveis da injeção 

subcutânea de β-CD em camundongos de 7 dias de idade (Liu et al., 2008; 
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Davidson et al., 2009; Liu et al., 2009), implicam que pelo menos uma 

quantidade significativa de β-CD atravessa a BHE e atua no SNC. No entanto, 

um estudo recente concluiu que a quantidade de β-CD que cruza a BHE em 

camundongos maduros é muito pequena, e que os benefícios neurológicos da 

β-CD injetada perifericamente são o resultado da ligação da ciclodextrina ao 

endotélio vascular cerebral (Pontikis et al., 2013). 

Somando-se à impossibilidade de cruzar a BHE o fato de que modelos 

animais de NPC tratados com a dose de 4000 mg/kg de β-CD vêm 

apresentando danos auditivos, o desenvolvimento de uma nanopartícula capaz 

de atingir o tecido cerebral e liberar a β-CD dentro dos lisossomos seria um 

passo importante no tratamento da doença de NPC. Assim, utilizando como 

modelo a NS, desenvolveu-se neste estudo de doutorado a NSβ-CD. A β-CD foi 

utilizada na forma de um complexo de inclusão com o polissorbato 80, na razão 

2:1 (β-CD: polissorbato 80 – P80@2β-CD). As NSβ-CD foram caracterizadas da 

mesma forma que as NS e apresentaram diâmetro médio de cerca de 120 nm, 

próprio para aplicação biológica. O uso de β-CD não alterou a estrutura interna 

das partículas, como evidenciado por SAXS, demonstrando que o complexo de 

inclusão P80@2β-CD esteja, provavelmente, recobrindo a superfície das 

nanopartículas e atuando como estabilizante.  

Para os estudos in vitro das nanopartículas, foram escolhidas as doses de 

12,25, 22,5 e 45 µM de β-CD. Tais doses estão dentro do intervalo de 

concentração que sabidamente causa redução do colesterol acumulado em 

células NPC (Wehrmann et al., 2012). O estudo no qual as doses foram 

baseadas demonstra uma redução de 46% do colesterol acumulado nas 

células empregando-se 12,5 µM de β-CD. Essa redução atinge 68% 
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aumentando-se 24 vezes a concentração de β-CD, o que demonstra uma 

relação não-linear entre o aumento da dose e a redução de colesterol 

(Wehrmann et al., 2012). Por esse motivo, optou-se por empregar um intervalo 

mais baixo de doses. Os experimentos de toxicidade foram realizados 

utilizando-se as nanopartículas nas 3 doses propostas (11,25, 22,5 e 45 µM de 

β-CD).  Como todas as doses mostraram-se não-tóxicas frente a fibroblastos 

de pele derivados de pacientes NPC, os experimentos foram realizados 

somente com a NSβ-CD na concentração de 45 µM de β-CD, a qual não causou 

hemólise quando incubada com sangue total.  

Para determinar a eficácia das nanopartículas NSβ-CD em reduzir o 

colesterol acumulado nos lisossomos, estas foram incubadas com os 

fibroblastos de pacientes NPC e, após 48 horas, as células foram coradas pelo 

reagente de Filipin. A intensidade de fluorescência conferida por este reagente 

é proporcional ao colesterol não-esterificado presente no interior dos 

lisossomos. As NSβ-CD, na concentração de 45 µM, demostraram a capacidade 

de reduzir cerca de 50% a intensidade de fluorescência quando comparadas às 

células NPC sem tratamento, corroborando com os valores encontrados 

utilizando-se a β-CD livre (Wehrmann et al., 2012). Isto demonstra que a 

utilização de β-CD na forma de um complexo de inclusão com o polissorbato 80 

não alterou sua capacidade de captação de colesterol.   

Com o intuito de avaliar a localização das nanopartículas nos 

compartimentos intracelulares, as NSβ-CD foram coradas com o fluoróforo verde 

cumarina-6 (NSF
β-CD) e os lisossomos com fluoróforo vermelho específico para 

essa organela. Através das imagens sobrepostas obtidas com filtros 

específicos que evidenciam a fluorescência vermelha ou verde por meio de 
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microscópio confocal, foi possível confirmar que as nanopartículas ficam 

confinadas nos lisossomos por pelo menos 3 h após a incubação com as 

células. Esse resultado pode ser considerando promissor em termos de 

toxicidade, pois é possível sugerir que ao ficar confinada no compartimento 

endossomal/lisossomal, a β-CD provavelmente diminui a captação de 

colesterol de membranas, o que está relacionado com a sua toxicidade in vivo.     

O rastreamento da NSF
β-CD nos tecidos de camundongos foi investigado 15 

min, 1 h e 24 h após administração intraperitoneal. A consequência mais grave 

da NPC é a neurodegeneração, que contribui para a redução do ganho de 

peso, declínio cognitivo e morte prematura (Vance e Karten, 2014). O 

metabolismo do colesterol no cérebro é compartimentalizado pela BHE em 

relação àquele da periferia.  Essencialmente, todo o colesterol cerebral é 

sintetizado no próprio cérebro. A conseqüência mais notável da deficiência de 

NPC1 no cérebro de camundongos e humanos é uma profunda perda de 

neurônios de Purkinje no cerebelo, que não é reparada pela captação do 

excesso de colesterol pela β-CD livre, pois a mesma não é capaz de atravessar 

a BHE (Ramirez et al., 2010; Pontikis et al., 2013). Cabe salientar que até hoje 

os melhores resultados obtidos com a β-CD em NPC levaram a um estudo 

clínico fase I/II nos Estados Unidos (ClinicalTrials.gov identifier: 

NCT01747135). Entretanto, como a β-CD não é capaz de atravessar a BHE, e 

para que houvesse eficácia na doença neurológica, a administração da 

molécula teve que ser realizada pela via intratecal. A injeção intratecal é uma 

via de administração bastante complicada por requerer punção lombar ou 

colocação cirúrgica de catéter para a implantação de bomba de infusão de 

fármaco. Durante e após o procedimento de inserção de cateter intratecal, os 
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pacientes correm grande risco de infeccção, e podem desenvolver cefaleias, 

confusão; letargia; náuseas, vômitos e até mesmo convulsões. Danos ao tecido 

neurológico estão entre as complicações mais temidas da terapia intratecal, 

pela já relatada ocorrência de lesão medular, lesão nervosa e lesão na cauda 

equina, em pacientes que se submeteram à implantação de catéter no canal 

raquidiano (Staats, 2008). Os resultados apresentados de forma inédita nesta 

tese de doutorado são bastante promissores nesse sentido, pois a NSF
β-CD 

alcançou o tecido cerebral de animais-modelo mais intensamente que os 

demais tecidos estudados, logo após 15 minutos de injeção intraperitoneal, 

demonstrando vantagem tecnológica frente à administração da molécula livre e 

inovação frente aos diversos trabalhos publicados na literatura pela utilização 

de um sistema nanoestruturado capaz de atingir o SNC.  

Além disso, as NSF
β-CD atingem também o fígado após 15 min, 

permanecendo neste órgão por pelo menos 1 h. Juntamente com a capacidade 

de atingir o cérebro, a capacidade de atingir o tecido hepático é bastante 

importante para o tratamento da NPC. A doença hepática grave é prevalente 

em muitos pacientes, pois a maioria das LDLs circulantes é eliminada pelo 

fígado via endocitose mediada por receptor, o que leva a um acúmulo de 

colesterol mais pronunciado no fígado do que em qualquer outro tecido (Vance 

e Karten, 2014). O rim e o baço, outros órgãos que apresentam acúmulo de 

colesterol em pacientes, também foram atingidos pelas NSF
β-CD. Isso ocorre 

provavelmente devido a processos relacionados com a detoxificação das 

nanopartículas pelo organismo dos animais, podendo ter efeito benéfico em 

reduzir o colesterol acumulado nesses órgãos na doença de NPC.  
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Cabe salientar que em pacientes NPC, o colesterol acumulado nos ógãos 

periféricos e no SNC pode ser oxidado por ERO em uma reação não 

enzimática formando oxiesteróis, principalmente 3β,5α,6β-triol e 7-KC, que 

podem ser medidos no plasma contribuindo para a investigação da NPC (Jiang 

et al., 2011). Vários estudos vêm demonstrando a possibilidade da análise de 

oxiesteróis por LC-MS/MS como um ensaio alternativo e não invasivo para 

triagem de potenciais pacientes NPC, bem como uma ferramenta para o 

monitoramento do tratamento (Jiang et al., 2011; Ribas et al., 2016; 

Hammerschmidt et al., 2018). A validação de um biomarcador de progressão 

da doença de NPC, que pode ser medido quantitativamente, é um objetivo 

importante quando novas terapias estão sendo testadas. Neste sentido, 

demonstrou-se que pacientes com a doença de NPC apresentaram valores 

plasmáticos de 3β,5α,6β-triol 20 vezes maiores que indivíduos saudáveis, 

reforçando o uso de LC-MS/MS para análise de oxiesteróis como uma técnica 

viável e não invasiva para avaliação da doença de NPC. 

Quando se planeja nanopartículas para aplicação biológica, um dos pré-

requisitos é o entendimento da citotoxicidade desses nanocarreadores. Esta 

citotoxicidade pode ser dependente de uma série de fatores, incluindo a 

linhagem celular utilizada nos ensaios, o tempo de incubação da célula com a 

nanopartícula, a fase da estrutura interna, além da composição e da 

concentração utilizada da nanopartícula nos testes (Murgia et al., 2010; Zhai et 

al., 2016).  Quanto à composição das nanopartículas desenvolvidas neste 

trabalho, foram utilizados monoleína grau técnico (apresentando 39,9% de 

monoglicerídeos, 22,5% de diglicerídeos e 34,7% de triglicerídeos) e 

polissorbato 80. A monoleína é um material não-tóxico, biodegradável e 
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biocompatível classificado como GRAS (do inglês “Generally Recognized As 

Safe”), e está incluída no guia de ingredientes inativos do FDA (órgão 

americano regulador de alimentos e medicamentos – “Food and Drug 

Administration”) (Ganem-Quintanar et al., 2000). A sua biodegradabilidade vem 

do fato de que a monoleína está sujeita à hidrólise no organismo, devido a 

diversos tipos de esterases em diferentes tecidos (Ganem-Quintanar et al., 

2000). O polissorbato 80, por sua vez, é um surfactante não-iônico composto 

de um éster de ácido oleico com sorbitano, no qual as hidroxilas terminais 

estão subsitutídas com cadeias de poli(oxietileno) (Kerwin, 2008). Esse 

surfactante tem sido amplamente utilizado em produtos farmacêuticos como 

estabilizante, pois é um produto de baixo custo, facilmente disponível, 

biodegradável e também não-tóxico para as células em baixas concentrações 

(Alyaudtin et al., 2001).  

Mesmo utilizando materiais não-tóxicos no desenvolvimento das 

nanopartículas, cabe salientar que uma importante característica que deve ser 

considerada na nanotoxicologia é que materiais atóxicos podem se tornar 

tóxicos quando em escala nanométrica (Chatterjee et al., 2017).  Além disso, 

sabe-se que a β-CD, utilizada na NSβ-CD, pode causar citotoxicidade devido à 

sua habilidade de retirar lipídios das membranas celulares (Monnaert et al., 

2004). Sendo assim, foi realizado um estudo toxicológico das nanopartículas – 

NS e NSβ-CD – para determinar seus comportamentos frente a fibroblastos 

derivados de biópsia de pele de pacientes com a doença de NPC.  

O primeiro método utilizado para determinar a citotoxicidade das 

nanopartículas foi o ensaio de vermelho neutro. Uma vez que os lisossomos já 

estão comprometidos em pacientes com DLDs e as nanopartículas NS e NSβ-
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CD parecem ser capturadas por essa organela, a avaliação dos efeitos das 

nanopartículas nos lisossomos é extremamente importante. Sendo assim, 

comprovou-se, ao avaliar as nanopartículas NS e NSβ-CD (concentração de β-

CD igual a 45 µM) utilizando uma concentração de lipídios de 117,9 μg mL−1, 

que ambas não causaram prejuízo na capacidade dos fibroblastos de pacientes 

NPC de incorporar e ligar o corante supravital vermelho neutro, corroborando 

os resultados anteriores referentes a NS em fibroblastos dérmicos de 

indivíduos saudáveis.  

Um mecanismo que parece ter relação direta com a citotoxicidade 

gerada por nanopartículas é o estresse oxidativo/nitrativo (Arora et al., 2008; 

Hsin et al., 2008). O estresse oxidativo/nitrativo é um processo ocasionado pelo 

desbalanço biológico entre a produção de radicais livres (como as espécies 

reativas de oxigênio e nitrogênio – ERO e ERN, respectivamente) e a 

capacidade de reparação do dano pelo sistema antioxidante, que pode levar a 

diversas alterações celulares, culminando em apoptose. Entre as alterações 

celulares geradas pelo estresse oxidativo e, que podem ser determinadas por 

meio de ensaios bioquímicos, destacam-se: lipoperoxidação das membranas 

celulares, oxidação de proteínas e lesão ao DNA/RNA celular (Halliwell e 

Gutteridge, 2015). Aumento ou diminuição da resposta das enzimas 

antioxidantes superóxido dismutase (SOD) ou catalase (CAT) pode também ser 

interpretado como evidência de estresse oxidativo, pois a célula compensa o 

aumento do estresse oxidativo, aumentando a produção dessas enzimas 

antioxidantes, ou há o esgotamento de reservas celulares de SOD ou CAT pela 

oxidação de ERO ou ERN (Chatterjee et al., 2017). A SOD é uma 

metaloenzima que catalisa a dismutação do superóxido (O2
•-) ao peróxido de 
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hidrogênio (H2O2), o qual é menos reativo e pode ser degradado por outras 

enzimas, como a CAT. A CAT é uma ferri-hemoenzima, localizada nos 

peroxissomos, cuja principal função é converter H2O2 à água e oxigênio 

(Halliwell e Gutteridge, 2015). A citotoxicidade de nanopartículas ocasionada 

através de estresse oxidativo é particularmente importante de ser estudada 

quando esses sistemas são desenvolvidos com o intuito de tratar DLDs, porque 

estes pacientes já apresentam dano oxidativo decorrente do acúmulo de 

macromoléculas não-degradadas nos lisossomos. Essa relação entre o 

estresse oxidativo e os biomarcadores de DLDs está mais bem detalhada no 

artigo de revisão adicionado como anexo III desta tese (Donida et al., 2017).  

Analisando os resultados, pode-se concluir que as nanopartículas não 

alteraram o estado oxidativo/nitrativo de fibroblastos dérmicos derivados de 

pacientes NPC em relação à atividade enzimática da SOD e CAT, à liberação 

de EROs e quantificação dos níveis de nitrito/nitrato. Estes resultados foram 

corroborados com o fato de que a determinação de isoprostanos nas células 

não foi alterada após o tratamento com as nanopartículas. Os isoprostanos são 

biomarcadores da peroxidação lipídica, que é a degradação oxidativa das 

membranas celulares iniciada pela presença de EROs. Este ensaio tem sido 

amplamente utilizado para demonstrar a capacidade de uma variedade de 

nanomateriais em induzir a peroxidação lipídica de vários tipos de células 

(Chatterjee et al., 2017).  

Outro ensaio importante para verificar a segurança das nanopartículas é 

o ensaio cometa alcalino, utilizado para determinar a genotoxicidade das 

formulações. O ensaio cometa alcalino in vitro é um método sensível para 

avaliar danos primários em DNA, isto é, quebras simples e duplas na cadeia, 
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bem como sítios álcali-lábeis (Singh et al., 1988). Utilizou-se fibroblastos de 

indivíduos saudáveis para o ensaio cometa, porque os fibroblastos 

provenientes de pacientes NPC já apresentavam altos níveis de dano ao DNA, 

tornando impossível usar a amostra de pacientes para determinar o real efeito 

genótoxico das nanopartículas. Os resultados demonstraram que tanto a NS 

como a NSβ-CD não foram genotóxicas nas concentrações testadas (117,9 μg 

mL−1 de lipídios para ambas formulações e concentração correspondente de β-

CD de 45 µM para NSβ-CD ).  

Considerando o exposto, conclui-se que as NS e NSβ-CD não causaram 

alterações significativas no estresse oxidativo/nitrativo avaliado em fibroblastos 

dérmicos derivados de pacientes NPC, e também não foram citotóxicas e 

genotóxicas nas concentrações testadas. Estes resultados têm importantes 

implicações para o uso in vivo de nanopartículas à base de monoleína com 

uma estrutura interna desordenada. 
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5. CONCLUSÕES 

 

A partir do conjunto de resultados apresentados nesta tese de 

doutorado, demonstrou-se que a incorporação de um complexo de inclusão de 

β-CD em nanopartículas de monoleína de grau técnico é uma estratégia 

promissora para tratar pacientes com a doença de NPC visando potencial 

redução de danos neurológicos. A plataforma nanotecnológica de monoleína e 

polissorbato 80 apresentou tamanho adequado para aplicação biológica, sendo 

preparada sem a utilização de solventes orgânicos e através de um método 

simples e escalonável. A utilização de monoleína grau técnico (produto de 

baixo custo quando comparado ao produto puro) propiciou a formação de uma 

estrutura bicontínua desordenada devido à presença de di- e triglicerídeos na 

mistura. A formação dessa estrutura conferiu baixa toxicidade in vitro às 

nanopartículas frente a células de pacientes NPC; não alterando a viabilidade 

celular, formação de espécies reativas, enzimas antioxidantes, peroxidação 

lipídica, parâmetros de estresse nitrativo, além de não causar genotoxicidade. 

Ainda, as partículas apresentaram um pré-requisito importante para 

administração parenteral por não causarem hemólise em sangue total.  

A nanopartícula desenvolvida foi capturada por lisossomos e mostrou-se 

capaz de atingir o tecido cerebral em camundongos, sendo altamente 

promissora para carrear enzimas/fármacos e atuar no tratamento de DLDs com 

comprometimento neurológico. Essas características conferem grande 

vantagem tecnológica à partícla frente aos tratamentos recorrentes para 

DLDs, os quais são ineficientes em alcançar o tecido cerebral e vêm causando 
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respostas inflamatórias/alérgicas devido às altas doses necessárias para atingir 

concentrações terapêuticas no local de ação. 

A incorporação do complexo de β-CD com polissorbato 80 não modificou 

a estrutura desordenada bicontínua apresentada pela plataforma, 

provavelmente por estar atuando no recobrimento da partícula como um 

estabilizante. A nanopartícula contendo 45 µM β-CD demonstrou eficácia 

terapêutica in vitro em reduzir colesterol acumulado em lisossomos de 

pacientes NPC. Quando administrada em camundongos, a nanopartícula 

mostrou-se capaz de atingir órgãos tipicamente comprometidos pelo acúmulo 

de colesterol em pacientes NPC. Interessantemente, a partícula atingiu de 

forma mais intensa o tecido cerebral desses animais, mostrando-se bastante 

promissora no tratamento de pacientes NPC no que se refere ao seu 

comprometimento neurológico. Sendo assim, a utilização da β-CD na estrutura 

nanoparticulada apresenta grande vantagem frente à utilização dessa molécula 

livre, que sabidamente não atravessa a BHE.  

Embora mais estudos ainda sejam necessários, a nanopartícula 

desenvolvida de forma inédita nesta tese pode ser considerada bastante 

promissora, podendo futuramente, colaborar para o tratamento e melhora da 

qualidade de vida de pacientes com a doença de NPC. A presente tese e as 

publicações decorrentes da mesma constituem o primeiro relato de um sistema 

nanotecnológico, composto por moléculas biodegradáveis e biocompatíveis, 

capaz de ser internalizado por lisossomos e vetorizado ao SNC, reduzindo a 

toxicidade previamente relatada para a β-CD livre por outros autores.    
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6. PERSPECTIVAS  

 

 Em virtude do potencial terapêutico da nanopartícula desenvolvida com 

β-CD para o tratamento da doença de NPC, uma perspectiva importante de 

continuidade do trabalho reside nos estudos de cinética de liberação da β-CD e 

eficácia biológica in vivo. A investigação dos mecanismos bioquímicos 

envolvidos na internalização das nanopartículas por outras organelas celulares, 

principalmente pela mitocôndria (devido ao seu importante envolvimento em 

doenças neurológicas), também se constitui em interessante objeto de estudo.   
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ANEXO I - Artigo de revisão publicado na Clinica Chimica Acta (JCR: 

2,926) intitulado: Oxidative damage and redox in Lysosomal Storage 

Disorders: Biochemical markers.  
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ANEXO II – Carta de aprovação do projeto.  
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ANEXO III – Termo de consentimento livre e esclarecido para pacientes 

Niemann-Pick C.  
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ANEXO IV – Termo de consentimento livre e esclarecido para indivíduos 
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