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RESUMO

A utilizacdo de fragmentos de anticorpo scFv anti-LDL(-) mostra-se uma
estratégia promissora na intervencdo e prevencao da aterosclerose, visto o papel
desempenhado pela LDL(-) na progressdo da doenca. Nanocapsulas de nucleo
lipidico (LNC) sao sistemas verséateis que tem sido estudados nos ultimos anos
como carreadores de farmacos em seu interior, bem como plataforma para
funcionalizacdo de superficie com diferentes espécies moleculares ou
macromoleculares. Este estudo objetivou a otimizagdo do processo de sintese one-
pot de nanocapsulas multiparede por meio da determinacdo da concentracdo de
lecitina e quitosana para a formacdo de monocamadas completas, bem como
determinar a eficiéncia de complexacdo de ions zinco e do scFv anti-LDL(-) na
superficie das nanoestruturas. Para isso, na primeira e segunda etapas do estudo
foram preparadas suspensdes de LNC variando a concentragéo de lecitina de soja e
quitosana, respectivamente. Na terceira etapa, foi avaliada a eficiéncia de ligagcéo de
ions zinco nas nanocapsulas revestidas com lecitina-quitosana por meio do estudo
de adsorcdo do metal na superficie das particulas. Na dltima etapa, foi determinada
a eficiéencia de ligagdo do scFv anti-LDL(-) a superficie das nanocapsulas
multiparede otimizadas por meio da quantificagcdo do fragmento de anticorpo. Como
resultados, foi proposta a organizacdo das moléculas de lecitina de soja em torno
das nanocapsulas na forma de estruturas semelhantes a lipossomas e que a
saturacdo da superficie das mesmas ocorre na concentracdo de 9 mg/mL desse
tensoativo. Adicionalmente, a concentragdo 6tima de quitosana para o revestimento
das particulas foi igual a 0,7 mg/mL. Na terceira etapa, a complexacdo de zinco na
superficie das particulas motrou ser pH dependente, sendo a concentracéo 6tima de
metal para a ligacdo do fragmento de anticorpo igual a 25 pg/mL. Na Ultima etapa, a
complexacdo do scFv anti-LDL(-) a superficie das nanocapsulas multiparede foi
dependente de sua concentracdo inicial no meio, sendo selecionada a formulacao

cuja razado molar de zinco:scFv anti-LDL(-) foi igual a 12,5:1.

Palavras-chave: nanocapsulas multiparede, quimiosor¢cdo, scFv anti-LDL(-),

aterosclerose.



One-pot synthesis of multiwall nanocapsules functionalized with single-chain
fragments variable of anti-LDL (-): process optimization and selection of

formulation.

The use of antibody fragments scFv anti-LDL (-) appears to be a promising strategy
for intervention and prevention of atherosclerosis, since the role of the LDL (-) on the
disease progression. Lipid-core nanocapsules (LNC) are versatile systems that have
been studied in recent years as drug carriers, as well as a platform for surface
functionalization with different molecular or macromolecular species. This study
aimed to optimize the synthesis process one-pot of multi-wall nanocapsules by
determining the concentration of lecithin and chitosan to form complete monolayers
and to determine the efficiency of complexation of zinc ions and scFv anti-LDL (-) on
the nanostructures surface.

For this reason, in the first and second phases of this study LNC suspensions varying
the concentration of soy lecithin and chitosan, respectively, were prepared. In the
third step, the efficiency of binding of zinc ions in nanocapsules coated with lecithin-
chitosan was evaluated by a study of the adsorption of the metal on the particles
surface. In the last step, the binding efficiency of the scFv anti-LDL(-) on the
optmized multi-wall nanocapsules surface was determined.As results, it was
proposed that the organization of the molecules of soy lecithin around the
nanocapsules in the form of liposome-like structures and that the saturation of the
surface occurs at the concentration of 9 mg/mL of soy lecithin. Moreover the optimal
concentration of chitosan for coating the particles was equal to 0.7 mg / ml. In the
third step, the complex of zinc in the particle surface shown be pH dependent, with
an optimal concentration of zinc for binding with the antibody fragment equal to 25
mg/mL. In the last step, the complexation of the scFv anti-LDL(-) on the surface of
multi-wall nanocapsules was dependent of the its initial concentration at the medium,
being selected formulation whose molar ratio of zinc:scFv anti-LDL (-) equal to
12,5:1.

Key words: multi-wall nanocapsules, chemisorption, scFv anti-LDL(-),

atherosclerosis.
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1. Introducéo

Doengas cardiovasculares sdo uma das maiores causas de mortalidade
mundial e representam um grande impacto econdmico para o sistema de saude no
Brasil (Azambuja et al., 2008; Wang et al., 2012). Entre os fatores de risco para
desenvolvimento de aterosclerose, destacam-se 0s niveis séricos elevados de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Gleissner et al., 2007). O evento inicial da
aterogénese € marcado pela migracédo de LDL para a parede arterial. No interior das
artérias a LDL sofre modificacbes, catalisadas por enzimas ou devido a acao de
espécies reativas ao oxigénio, transformando-se em LDL eletronegativa [LDL(-)].
Essa particula é responsavel pela inducdo de células efetoras do sistema imune
como os macrofagos que, devido a captacdo descontrolada da LDL(-), transformam-
se em células espumosas, que secundariamente sofrem necrose, formando a lesdo
aterosclerotica (Gleissner et al., 2007; Lundberg et al., 2010; Fuhrman , 2012).

Tendo em vista que a aterosclerose € um processo imune-inflamatério
cronico, torna-se importante a utilizacdo de estratégias visando imunomodulacao do
processo (Siqueira et al., 2006). Nesse sentido, a utilizagdo de anticorpos e/ou
fragmentos, em especial o fragmento variavel de anticorpo de cadeia Unica anti-
LDL(-), scFv anti-LDL(-), tem demonstrado efeito promissor na protecdo contra
aterosclerose (Grosso et. al.,, 2008; Kazuma, 2010; Cavalcante, 2012). Por outro
lado, a aplicacdo dessa biomolécula como agente terapéutico € dificultada por
fatores como o baixo tempo de circulacdo no meio biolégico atribuido pela captacdo
pelo sistema imune e pela rapida metabolizacdo enzimatica.

A nanomedicina envolve o estudo e manipulacdo de materiais que visam a
obtencéo de dispositivos com tamanho nanométrico com propriedades diferenciadas
para aplicacéo na terapéutica (Jain et al., 2005; Tansil & Gao, 2006). Esses sistemas
tém sido amplamente estudados na area farmacéutica atuando na veiculacdo de
farmacos e/ou também combinados a biomoléculas, como hormoénios, DNA,
anticorpos e fragmentos de anticorpos, formando sistemas hibridos, como uma
estratégia visando o aumento da biodisponibilidade, a protecdo contra a degradacao
enzimatica, a reducao da toxicidade de farmacos em diversas farmacoterapias (Dhar
et al., 2008; Biju, 2014), devido ao seu efeito protetor, a modulacdo da liberacao,

além de facilitar o transporte através de barreiras biologicas (Alonso et al., 2004).
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Na terapéutica, a conjugacao de anticorpos e/ou fragmentos de anticorpos a
superficie de nanocarreadores € utilizada como uma estratégia visando o
direcionamento do nanocarreador para um tecido especifico, bem como o aumento
da eficiéncia dessas biomoléculas. Em especial, o desenvolvimento de
nanoparticulas conjugadas a fragmentos de anticorpo de cadeia simples (scFv) é

especialmente desejavel visando o aumento do tempo de meia-vida na circulacao.

As nanocapsulas poliméricas representam uma ferramenta promissora na
veiculacdo de peptideos em sua superficie, como na encapsulacdo de diversos
farmacos (Oliveira et al., 2013; Pohlmann et al., 2013; Tosi et al., 2013 Bender et al.,
2014). Esses sistemas séo constituidos por nucleo oleoso envolvido por uma parede
polimérica biocompativel e biodegradavel, sendo na maioria das vezes destinados
para a administracdo sistémica (Bender et al., 2012; Vauther & Bouchemal, 2009;
Schaffazick, et al.,, 2003). Tais dispositivos podem ainda ter a sua superficie
modificada pelo recobrimento de polissacarideos catidnicos, como a quitosana, de
forma a fornecer propriedades diferenciadas as nanocapsulas no meio biolégico
(Siqueira et al., 2011; Bender et al., 2012). Além disso, particulas construidas com
esse polissacarideo catibnico possuem a capacidade em ligar ions metalicos de
forma a fornecer sitios de ligacdo para complexar com diferentes farmacos

(Reynaud et al., 2011) ou com biomoléculas.

Considerando as caracteristicas inerentes a utilizacdo de fragmentos de
anticorpos na terapia da aterosclerose, Bender et al. (2014) desenvolveram novas
nanocapsulas poliméricas, chamadas nanocpsulas multiparede, empregando
nanocapsulas de nucleo lipidico de poli(e-caprolactona) como nulcleo. As
nanocapsulas multiparede sédo revestidas com lecitina, seguida de quitosana e
complexadas com ions metalicos, capazes de conjugar em sua superficie diferentes
espécies moleculares e macromoleculares, como os fragmentos de anticorpo scFv
anti-LDL(-). A grande vantagem desse processo de funcionalizacdo de superficie
das nanocépsulas poliméricas € a conjugacao por ligagdo quimica ndo-covalente
sem gerar residuos e ao mesmo tempo preservando a capacidade do scFv anti-
LDL(-) em se ligar ao seu receptor. Assim, o scFv anti-LDL(-) na superficie das
nanocapsulas é capaz de capturar por reconhecimento molecular LDL(-) presente
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no meio. Essa estratégia tem potencial inovador para que futuramente este tipo de
sistema possa vir a ser usado na terapéutica da aterosclerose.

Tendo em vista os resultados obtidos previamente por Bender et al. (2014), e
a importancia de se conhecer o tipo de interacdo estabelecida entre moléculas e/ou
biomoléculas farmacologicamente ativas com a superficie de nanocarreadores,
torna-se importante a caracterizacdo dos processos de adsorcao, visando uma
melhor compreensao das interacdes farmaco-particula e, também, da capacidade de
ligacdo dessas moléculas as nanoestruturas. Assim, o presente estudo tem como
objetivo otimizar a sintese das nanocapsulas multiparede funcionalizadas
determinando a concentragdo de cada componente para a formacdo de
monocamadas completas de cada componente utilizado para o revestimento e
funcionalizacdo, bem como avaliar a capacidade de ligacdo do scFv anti-LDL(-) a

superficie dessas nanocapsulas.
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2. Objetivo

O presente trabalho tem por objetivo otimizar o processo "one pot"
multicomponente de sintese das nanocapsulas multiparede funcionalizadas
determinando a concentracdo Otima de lecitina e de quitosana para a formacao de
monocamadas completas e concéntricas de revestimento, determinar a eficiéncia de
complexacao de ions zinco, bem como avaliar a eficiéncia de ligagdo do scFv anti-

LDL(-) a superficie dessas nanocapsulas.

2.1  Objetivos Especificos
o Determinar a concentracao 6tima de lecitina para obtencdo de nanocapsulas

de nucleo lipidico estabilizadas pelo sistema lecitina-polissorbato 80;

o Determinar a concentracdo O6tima de quitosana para o revestimento de
nanocapsulas de nucleo lipidico estabilizadas pelo sistema lecitina-polissorbato 80,

empregando-se a estratégia layer-by-layer;

o Determinar a eficiéncia de complexacdo de ions zinco nas nanocapsulas
revestidas com lecitina-quitosana e estabilizadas com polissorbato 80 pela

guantificacdo de zinco e estudo de isotermas de adsorcéo;

o Avaliar a eficiéncia de ligacdo do scFv anti-LDL(-) a superficie das

nanocapsulas multiparede pela quantificacdo do fragmento de anticorpo.
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3. Reviséo na Literatura
3.1 A Aterosclerose

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, as doencas cardiovasculares sao
as principais causas de mortalidade mundial (WHO, 2013), sendo que em 2008 o
namero de mortes prematuras atribuidas a essa enfermidade ultrapassou os 17
milhdes (WHO, 2011). No Brasil, a estimativa de prevaléncia de doencas do coragao
beira os 6 milhdes representando grande impacto econdémico para o0 sistema de
saude (Balbinotto et al., 2008; Azambuja et. al., 2008).

O desenvolvimento da aterosclerose é complexo e multifatorial, envolvendo
fatores genéticos e uma série de caracteristicas que predispbe 0 seu
desenvolvimento, como o tabagismo, sedentarismo, uso excessivo de alcool e ma
dieta, levando muitos anos para se desenvolver, sendo um dos principais processos
patologicos que esta relacionado diretamente com doencgas coronarianas e com 0
acidente vascular cerebral (Sherer et al.,, 2006; WHO, 2011). A aterosclerose
consiste em uma doenca cronica da parede arterial envolvendo um intenso processo
inflamatério, cujo quadro clinico é caracterizado pelo estreitamento do limen dos
vasos sanguineos, devido a formacgéo de placas ateroscleroticas, passiveis de sofrer
ruptura ou trombose, tendo como evento mais grave o infarto agudo do miocardio
(Sherer & Shoenfeld, 2006).

O evento inicial da formacéo da placa aterosclerética consiste na migracao de
particulas de LDL para a parede arterial. Na intima, a LDL sofre modificacbes
decorrentes da acdo de espécies reativas ao oxigénio ou de enzimas,
transformando-se em LDL(-) (Gleissner et al., 2007). Essa particula € responsavel
pelo recrutamento de células efetoras do sistema imune como o0s mondcitos e
linfécitos T. Na intima, os mondcitos se diferenciam em macréfagos e iniciam a
captacdo descontrolada da LDL(-), transformam-se em células espumosas, que
secundariamente sofrem necrose, culminando na formacéo da lesdo aterosclerética;
ao mesmo tempo, células T também s&o recrutadas para o espa¢co subendotelial,
produzindo quimiocinas promovendo uma resposta inflamatoria sistémica (Gleissner
et al., 2007; Lundberg & Hansson, 2010; Furhrman et al., 2012; Sherer & Shoenfeld,
2006).

Entre os fatores de risco para desenvolvimento de aterosclerose, destacam-

se 0s niveis séricos elevados de LDL (Gleissner et al., 2007). Esta lipoproteina
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consiste em uma particula de, aproximadamente, 25 nm, contendo um nucleo oleoso
formado por triglicerideos e ésteres de colesterol e uma parede formada por
fosfolipidios, colesterol livre e a apolipoproteina B-100 (apo-B 100) (principal
apolipoproteina), sendo responsavel pelo transporte de colesterol para os tecidos
periféricos que contém receptores especificos para a apo-B 100 (Nelson & Cox,
2006; Gleissner et al., 2007).

Alguns trabalhos mostram que a LDL(-) é a forma de LDL mais proé-
aterogéncia, contribuindo para a formacdo das células espumosas (Sherer &
Shoenfeld, 2006; Goyal et al., 2012; Gleissner et al., 2007). Diversos mecanismos
tem sido propostos para o aumento do recrutamento dos mondcitos, entre eles
destacam-se a inducdo da expressdo de moléculas de adesdo, fatores de
crescimentos e espécies quimiotaticas nas células endoteliais e a ativacéo
plaguetaria, induzindo a formacdo de agregados entre plaquetas e mondcitos,
aumentando a aderéncia dos mondcitos ao endotélio (Gleissner et al., 2007).

A LDL(-) possui uma maior carga negativa em relacdo a LDL e uma menor
afinidade de ligacdo ao receptor da LDL, resultando no aumento do seu tempo de
circulacdo, tornando-a mais prejudicial em relacdo a LDL (Cavalcante, 2012). Essa
modificacdo resulta em uma resposta imune direcionada contra 0s epitopos
especificos dessa lipproteina, levando a producdo de autoanticorpos especificos
para a LDL(-), culminando em um intenso processo inflamatério com a formacéo de
imunocomplexos e células espumosas (Mello et al., 2011; Faulin et al. 2012). Além
disso, tem sido verificado que os niveis séricos de LDL(-) sdo elevados em pacientes
com alto risco de doenca cardiovascular (Oliveira et al., 2006).

Tendo em vista o carater imune-inflamatério crénico envolvido no processo de
desenvolvimento da aterosclerose, estudos realizados pelo grupo de pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo tem
investigado terapias baseadas na utilizacdo de anticorpos ou fragmentos de
anticorpos (Fab ou scFv) direcionados contra a LDL(-) (Grosso et al., 2008; Kazuma,
2010; Shoenfeld et al., 2012; Cavalcante, 2012). Em especial, a utilizacdo de
fragmentos variaveis de anticorpos de cadeia Unica (scFv) tem mostrado resultados
interessantes devido a sua capacidade de difusdo entre os tecidos, melhor
eliminacdo dos imunocomplexos produzidos e menor imunogenicidade, atribuida a

auséncia da porcao Fc (Kazuma, 2010; Cavalcante, 2012). O scFv é formado pela
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unido das fracdes varidveis das cadeias leve e pesada do fragmento de anticorpo
unidas por um peptideo hidrofilico, conferindo maior estabilidade a essa unidade
estrutural que previne a sua dissociacdo (Figura 1A) (Kazuma, 2010). Além disso,
como o scFv deriva dos locais de ligacdo do anticorpo intacto, ndo existe qualquer
perda significativa de especificidade e de afinidade de ligacdo ao antigeno e sim
apenas modificacfes referentes as propriedades farmacocinéticas.

o
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Figura 1. Em (A) representacdo esquematica dos principais fragmentos de um
anticorpo. O fragmento scFv é formado por um peptideo conector, responsavel pela
unido da extremidade C-terminal da cadeia pesada (Vy) com a extremidade N-
terminal da cadeia leve (V) e, em (B) analise da purificacdo do scFv anti-LDL(-) em
gel de poliacrilamida 13% corado com prata (a banda de 28 kDa corresponde ao
scFv anti-LDL(-) e a banda de 35 kDa refere-se ao scFv anti-LDL(-) glicosilado,
ambos produzidos pela levedura P. pastoris) (Adaptado de Cavalcante, 2012).

Diante do papel exercido pela LDL(-) na progresséo da aterogénese, Kazuma
et al. (2013) realizaram a expressédo de scFV anti-LDL(-), em leveduras da espécie
P. pastoris, visando avaliar o seu efeito ateroprotetor. Tal fragmento contém um
cauda de seis residuos de histidina na sua por¢do C-terminal e peso molecular igual
a 28 kDa (Figura 1B). ApO0s a sua avaliacdo em cultura de macrofagos, foi
demonstrado a capacidade dessa proteina em inibir a formacdo de células
espumosas e a reducdo da expressdo génica de mediadores pro-inflamatorios,
encorajando a sua utilizacdo no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
visando neutralizar os efeitos pré-aterogénicos da LDL(-).

Por outro lado, mesmo que tais resultados demonstrem a aplicabilidade do

scFv anti-LDL(-) na prevencdo do surgimento da lesdo aterosclerdtica e como uma
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alternativa para o tratamento dessa doenca, fatores relacionados a sua rapida
eliminagdo do organismo, devido ao seu tamanho reduzido em relagdo anticorpo
completo traz evidéncia da necessidade da utilizacdo de tecnologias que promovam
um maior tempo de circulacdo no organismo, de forma a aumentar a eficacia dessa
biomolécula.

3.2  Nanotecnologia como proposta para vetorizagédo de agentes terapéuticos

A nanotecnologia consiste no estudo, criacdo e manipulacdo de materiais
visando a obtencdo de dispositivos com tamanho restrito a faixa nanométrica,
conferindo propriedades diferenciadas (Jain et al., 2005). Segundo a Unido Européia
(2011), nanomaterial € todo aquele material cuja distribuicdo de tamanho de
particula, por nimero, apresente 50% ou mais particulas com diametro entre 1 e 100
nm, embora, em alguns casos, como na area da nanomedicina, tal limite pode ser
substituido por um limiar entre 1% e 50% do numero de particulas.

Os nanomateriais sdo desenvolvidos visando a obtencdo de novas
caracteristicas, como aumento da reatividade, forca ou condutividade quimica, em
comparacao ao mesmo material na sua forma bulk, devido ao tamanho de particula
reduzido. Embora esses materiais apresentem caracteristicas diferenciadas, fatores
relacionados a sua seguranca, envolvendo aspectos como a exposi¢cdo ambiental a
estes materiais, ainda ndo estdo completamente definidos pela ciéncia, devendo tal
avaliacao ser realiada caso a caso (Unido Européia, 2014).

A nanomedicina consiste em campo da ciéncia dentro da nanotecnologia que
se desenvolveu devido a necessidade de estratégias buscando melhorar
propriedades biofarmacéuticas de moléculas bioativas apdés a sua administracao.
Tais caracteristicas podem ser representadas pela sua distribuicdo ampla e néo
especifica no organismo, refletindo no aumento da toxicidade e na ndo aderéncia do
paciente ao tratamento, e pela baixa capacidade dessas moléculas em transpor
barreiras bioldgicas, dificultando a eficacia do tratamento (Alonso et al., 2004; Tosi et
al., 2013).

Devido ao grande potencial dos sistemas nanoscoépicos, nos ultimos anos tem
havido um crescente interesse na sua utilizacdo para atuarem tanto como
carreadores de agentes terapéuticos, como para sua aplicacdo em sistemas de
diagnéstico (Jain et al., 2005; Tansil & Gao, 2006; Torchilin, 2006). Entre as
vantagens da utilizacdo de nanoparticulas na terapéutica, destacam-se i) a protecéo
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de moléculas contra a degradacdo enzimética no meio biolégico, como é o caso de
proteinas, que sao facilmente metabolizadas e eliminadas do organismo; i) a
reducdo dos efeitos toxicos provenientes de farmacos, exemplificado pela maioria
dos quimioterapicos usados no tratamento contra o cancer, devido a liberacdo e
sitio-especifica promovida por tais sistemas e iii) 0 aumento do tempo de meia vida
de farmacos no meio biolégico, uma vez que o seu tempo de circulagdo no
organismo sera dependente das propriedades fisico-quimicas do carreador (Alonso
et al., 2004; Dhar et al., 2008; Bernardi et al., 2009).

Os nanocarreadores podem variar de acordo com o tamanho, forma e
quimica de superficie que, por consequéncia, influenciara na sua capacidade de
encapsulacao, taxa de liberacéo, estabilidade e distribuicdo no meio biolégico (Haley
& Frenkel, 2008). Além disso, por se tratar de um veiculo para a liberacdo de
farmacos, é desejavel que um nanocarreador seja construido por materiais
biocompativeis e biodegradaveis e que seus produtos de degradacdo nao
desencadeiem efeitos toxicos no organismo (Haley & Frenkel, 2008).

Nanoemulsdes e lipossomas, bem como nanoparticulas poliméricas
(exemplificadas pelas nanocépsulas e nanoesferas), sdo exemplos de estruturas
automontéveis constituidas por materiais orgéanicos, diferindo-se entre si de acordo
com sua composicdo e organizagdo a nivel molecular. Como consequéncia, €
conferida a cada uma delas a capacidade de carrear diferentes tipos de farmacos.

Nanocapsulas poliméricas sdo formadas por um nucleo oleoso envolto por
uma parede polimérica estabilizada por um sistema tensoativo; enquanto as
nanoesferas diferem das primeiras por ndo apresentarem 6leo em sua composicao,
consistindo, dessa forma, em sistemas matriciais (Schaffazick et al., 2003; Mora-
Huertas et al., 2010). J& as nanoemulsdes sdo definidas por sistemas 6leo/agua no
qual a fase interna (geralmente oleosa) é estabilizada por um sistema emulsionante;
enquanto os lipossomas consistem em sistemas vesiculares aquosos envoltos por
uma bicamada fosfolipidica (Bruxel et al., 2012; Mertins et al., 2009a).

Devido as caracteristicas estruturais de cada um desses sistemas,
nanoparticulas poliméricas e nanoemulsbes s&do, em geral, utilizadas para
encapsular farmacos pobremente solluveis (Bruxel et al., 2012; Souto et al., 2012;
Oliveira et al., 2013); enquanto lipossomas podem carrear tanto moléculas

hidrossolUveis em seu interior aquoso, como substancias pobremente sollveis
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incorporadas no interior da bicamada lipidica (Gulati et al., 1998; Mertins et al.,
2006). Além disso, tendo em vista que a utilizacdo de nanocarreadores tem como
um dos principais objetivos 0 aumento do seu tempo de circulagdo no organismo,
promovendo a liberac&o na circulacédo sistémica de um modo continuo e controlado,
tais sistemas devem evitar tanto a adsorcdo de proteinas plasmaticas, como seu
reconhecimento por células fagociticas, responséaveis pela rapida eliminacdo do
organismo (Gref, et al., 1995).

Nesse sentido, estudos tem focado na construcdo de sistemas furtivos
utilizando-se polimeros sintéticos hidrofilicos ndo-ibnicos, capazes de se adsorver na
interface particula/agua promovendo a estabilizagcdo do sistema. Entre eles
destacam-se poli(etilienoglicol) (PEG), copolimeros de o6xido de polipropileno
(exemplificado pelos Poloxamers), Poli(vinilpirrolidona) e 0 monooleato de sorbitano
polietoxilado (polissorbato 80) (Torchilin, 2006; Bender et al., 2012; Melo et al.,
2012). O mecanismo de estabilizacdo no meio biolégico promovido pela utilizacao de
tais moléculas esta relacionado ao aumento da hidrofilia da superficie da particula e
ao impedimento estérico promovido pelas cadeias hidrofilicas longas e flexiveis
desses polimeros presentes na superficie das particulas, dificultando a ligacdo de
proteinas plasmaticas (Gref et al., 1995). Além do aumento da estabilidade e tempo
de meia-vida das particulas na circulacéo, tal estratégia viabiliza vetorizacdo passiva
do sistema para o tecido alvo, permitindo a obtencdo de uma menor biodistribuicéo
do farmaco (Torchilin, 2006).

3.3 Modificagéo superficial de nanocarreadores visando a obtencdo de sistemas
multifuncionais inteligentes

Além de ser uma estratégia para aumentar o tempo de circulacdo do
nanocarreador no organismo, a modificacdo da superficie desses sistemas também
consiste em uma alternativa visando promover o direcionamento sitio-especifico
para o tecido alvo, atuando, dessa forma, como ferramenta para promover o controle
das caracteristicas fisico-quimicas e, por consequéncia, das propriedades
farmacoldgicas e toxicologicas dos nanomateriais (Biju, 2014). A elevada razéo
superficie/volume faz desses sistemas materiais versateis, pois permite a
conjugacao de uma ampla gama de moléculas em sua superficie, como peptideos,

anticorpos, farmacos e acidos nucleicos, ou mesmo outros tipos de nanoestruturas,
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visando o direcionamento para um sitio alvo (Qi et al., 2012; Su et al., 2012; Biju,
2014; Caroni et al., 2012; de Lima et al., 2013).

Além disso, devido ao fato de alguns nanomateriais de apresentarem uma
estrutura vesicular, surge também a possibilidade de incorporar em seu interior,
moléculas farmacologicamente ativas, visando sua liberagdo controlada, obtendo-se
dessa forma sistemas inteligentes capazes realizar, simultaneamente, funcodes
terapéuticas e diagnosticas (Torchilin, 2006). Nesse sentido, estudos tem focado na
construcdo de sistemas multifuncionais, com elevado tempo de meia-vida no meio
biolégico, ao mesmo tempo, vetorizados ativamente para um sitio alvo, devido a
presenca, na superficie do nanocarreador, de um ligante especifico contendo
afinidade a um receptor super expresso na célula alvo (Haley & Frenkel, 2008; Biju,
2014).

Em trabalhos prévios, Su et al. (2012) desenvolveram lipossomas poliméricos
multifuncionais com superficie modificada (PEG/RGD-lipossomas) pela incorporacao
do polimero PEG e do peptideo RGD e com particulas paramagnéticas
encapsuladas, visando a obtencdo de um sistema estavel no meio bioldgico, capaz
de ser guiado para o tecido tumoral, sob a aplicacdo de um campo magnético, e com
maior capacidade de internalizacdo pelas células tumorais, pela presenca do
tripeptideo acoplado em sua superficie, para a vetorizagdo ativa do farmaco
epidoxorrubicina. Em ensaios de captacdo celular em cultura de células MCF-7, foi
verificado uma maior captacdo nas culturas onde foi adicionada a suspenséo
contendo RGD em sua superficie, em comparacdo aos lipossomas sem particulas
paramagnéticas e o tripeptideo, evidenciando a maior afinidade desses sistemas
pelas células alvo.

A conjugacdo de um ligante a superficie de um nanocarreador pode ser
estabelecida tanto por ligacdo covalente, como por interacdo eletrostatica ou por
forcas de Van der Waals. E importante ressaltar que a construcéo desses sistemas
hibridos deve ser realizada, preferencialmente, por métodos que ndo comprometam
a estrutura do nanocarreador e a funcionalidade e afinidade do ligante por seu
receptor. Além disso, é necessario que 0s componentes presentes na superficie da
particula ndo interfiram na atividade do ligante, devido ao impedimento estérico que
pode ser causado, por exemplo, pela presenca das cadeias hidrofilicas do polimero

utilizado para a estabilizacdo da particula (Torchilin et al., 2006).
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Métodos baseados na conjugacgdo covalente sao caracterizados por permitir a
formacao de uma ligacdo mais estavel, prevenindo a dissociagdo do sistema (Ranna
et al., 2010); no entanto alguns fatores, como o longo tempo experimental, a
possibilidade de ligacdes ndo-especificas e a necessidade de etapas de purificacao
e a utilizacao de reagentes que podem levar a desnaturagéo proteica e consequente
perda da atividade, sédo limitacdes associadas a essa técnica (Di Marco et al., 2010).
Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de técnicas mais efetivas e simples
para a funcionalizacdo superficial de nanoparticulas baseando-se em interacfes
especificas entre o nanocarrreador e o ligante.

Nesse sentido, interagdes nanoparticula-ligante mediada por espécies
metalicas tem mostrado ser eficaz na conjugacao sitio especifica, proporcionando a
integridade do sistema. Tal fato pode ser exemplificado pela presenca de uma cauda
histidina, incorporada por técnicas de DNA recombinante, fusionada a estrutura de
algumas proteinas (Abad et al., 2005), a qual é atribuida a afinidade de algumas
espécies metdlicas (como o Cu?*, Zn**, Ni** e Co*") devido & presenca do nitrogénio
aromatico presente na cadeia lateral desse aminoécido (Bresolin et al., 2009).

Outra abordagem para a funcionalizacdo da superficie de nanocarreadores, a
partir da ligacdo com biomoléculas, tem como objetivo 0 aumento do tempo de meia-
vida do ligante na circulacdo, evitando a sua rapida degradacdo. Dessa forma,
estudos tem focado no desenvolvimento de sistemas nanoscoépicos formados por
polimeros catibnicos capazes de carrear, em sua superficie, acidos nucleicos por
meio de interacdes eletrostaticas, de forma a proteger essas biomoléculas contra a
degradacdo e, simultaneamente, servir como estratégia para aumentar a captacao
celular (Mao et al., 2011; Lehner et al., 2013).

Tendo em vista a importancia da interacao entre moléculas e/ou biomoléculas
farmacologicamente ativas com a superficie de nanocarreadores para a construcao
dos sistemas multifuncionais, alguns estudos tem focado na caracterizacdo dos
processos de adsorcao, visando uma melhor compreensao das interagfes farmaco-
particula, da capacidade de ligagdo dessas moléculas as nanoestruturas e, também,
da cinética de liberacdo a partir desses carreadores. Dessa forma, a construcéo de
isotermas de adsorcdo tem permitido obter modelos do processo adsorcdo, assim
como identificar a natureza de tais interagdes (Caroni et al., 2012). Em um estudo
prévio, de Lima et al. (2013) verificaram, a partir de dados de cinética e equilibrio de
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adsorcdo, que a ligacdo do farmaco cromoglicato de sédio na superficie de
particulas catibnicas de quitosana pode ocorrer tanto por interagdes eletrostaticas,
como interacOes hidrofébicas, as quais sdo dependentes da temperatura na qual o
sistema é submetido, devido a possibilidade de rearranjo na superficie da
nanoestrutura.

Em outro trabalho, Reynaud et al. (2011) estudaram sistemas
microparticulados , sendo avaliada a capacidade de adsorcdo do farmaco
ciprofloxacino na superficie de microparticulas de quitosana complexadas ou nao a
diferentes fons metalicos (Fe**, Fe** e Zn*") em funcéo do tempo de contato, da
concentracdo inicial de farmaco e da natureza da espécie metalica presente na
formulacdo. A partir das isotermas de adsorcdo obtidas para cada sistema foi
possivel verificar a maior capacidade de adsorcao de ciprofloxacino nas suspensdes
contendo os fons Fe** e Zn?** em comparac&o aos demais sistemas.

3.3.1 Conjugacéo do scFv a superficie de nanoparticulas

A construgcdo de nanocarreadores conjugados a fragmentos variaveis de
anticorpo de cadeia Unica, scFv, tem sido amplamente estudada nos ultimos anos,
visando a vetorizacdo ativa desses sistemas de liberacdo controlada na terapia
contra 0 cancer, tendo em vista que certos antigenos s8o super expressos, ou
expressos unicamente, na superficie de células tumorais (Laginha et al., 2008; Chen
et al., 2010). Em geral, a utilizacdo de scFv’s é preferida em relagdo a outros tipos
de fragmentos de anticorpos, devido a auséncia do dominio Fc, fazendo dessas
moléculas menos imunogénicas e, também, pela maior facilidade e viabilidade
econdmica de sua expressao em relacdo a anticorpos monoclonais, que séo obtidos

em culturas de células (Cheng & Allen, 2008).

Com o obijetivo de verificar a qualidade nanotecnoldgica de sistemas obtidos a
partir da conjugacdo dessas biomoléculas, trabalhos tem focado em estudar o perfil
farmacocinético, biodistribuicdo in vivo e captacdo celular in vitro de nanoestruturas
apos conjugacado de anticorpos monoclonais (mAb) e de diferentes tipos de
fragmentos de anticorpos, como Fab e scFv, com afinidade de ligagdo ao mesmo
epitopo, sendo observado diferencas significativas em fungdo do tipo de ligante
(Cheng & Allen, 2008).
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A utilizacdo de scFv's conjugados a nanocarreadores para aplicagéo
diagnostica também tem mostrado resultados promissores em comparagdo a
conjugacao de anticorpos monoclonais, devido ao fato de os primeiros mostrarem
vantagens com relacdo a sua maior solubilidade, facil preparacdo, maior afinidade
de ligacdo ao antigeno (Liu et al., 2009; Zdobnova et al., 2012) e reduzida variacao
no didmetro do nanocarreador apOs conjugacdo, devido ao pequeno tamanho
desses polipeptideos (Vigor et al., 2010). Além disso, tem-se verificado que a
interacdo direta entre quantum dots (QD) e anticorpos monoclonais resulta, muitas
vezes, na formacdo irreversivel de complexos, acarretando na diminuicdo
funcionalidade desses sistemas. Em trabalhos prévios, Wang et al. (2008)
desenvolveram QD covalentemente conjugados a extremidade C-terminal de um
fragmento de anticorpo anticorpo scFv anti-PSA (prostate-specific antigen), sendo
observada uma melhor capacidade de ligacdo ao antigeno do sistema scFv-QD em
relacdo a utilizacdo QD conjugados a anticorpos monoclonais, representando uma
ferramenta promissora na construcdo de sistemas com melhores limites de
deteccéo.

A conjugacao de scFVv’s a superficie dos nanocarreadores pode ser realizada
diretamente através da ligacdo covalente a nanoestrutura (Wang et al., 2008), por
meio da modificacdo do fragmento de anticorpo, a partir da sua ligacdo prévia a
polimeros hidrofilicos, como o PEG quimicamente modificados, e posterior
associacdo a superficie das nanoparticulas (Cheng & Allen, 2008; Lu et al., 2011),
ou pela ligacdo a espacadores presentes na superficie do nanocarreador, capazes
de interagir especificamente com sequéncias de aminoacidos presentes na
extremidade C-terminal do scFv, como a sequéncia de poli-histidina (Mazzucchelli
et al., 2011).

Outra abordagem para nanoestruturacdo de scFv’s consiste em promover o
aumento da estabilidade e da eficiéncia dessas biomoléculas apds sua
administracdo por meio da sua encapsulacdo em sistemas matriciais, formados por
polimeros biodegradaveis, como PLGA [poli(acido-latico-co-acido-glicolico)],
capazes de promover a sua liberacdo intracelular e de maneira controlada (Son et
al., 2009). Devido ao seu tamanho reduzido, como discutido no item 3.1, esses

fragmentos de anticorpos sao rapidamente metabolizados pelo organismo, sendo
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necesséria a utilizacdo de abordagens que permitam o aumento do seu tempo de

circulagdo no organismo.

3.3.2 Nanocapsulas de nucleo lipidico e sua funcionalizacéo de superficie

Nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) consistem em sistemas vesiculares
submicrométricos, compostos por um nucleo formado pela dispersdo de
monoestearato de sorbitano e triglicerideos de cadeia média, rodeados por uma
parede polimérica de poli(e-caprolactona) e estabilizados por um sistema tensoativo,
previamente desenvolvido por Jager et al. (2009). A aplicacdo desses sistemas na
terapéutica tem sido extensivamente estudada, visando a encapsulacéo de farmacos
pobremente solGveis, buscando obter a liberacdo controlada, o aumento da
estabilidade e biodisponibilidade dessas substancias (Pohlmann et al., 2013). Nesse
sentido, trabalhos tem mostrado efeitos biolégicos promissores, que podem ser
exemplificados pelo aumento da eficacia anti-inflamatéria ap6s a encapsulagédo de
farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais, devido a capacidade das LNCs em
transportar o farmaco para o tecido inflamado (Bernardi et al., 2009) e, também, pela
capacidade desses sistemas em transpor barreiras biologicas, permitindo a liberacéo
de espécies farmacologicamente ativas diretamente no cérebro apds administracdo
via oral desses nanocareadores (Frozza et al., 2010).

A capacidade das LNCs em transpor barreiras bioldgicas tem sido relacionada
a sua distribuicio de tamanho, forma e quimica de superficie. Dessa forma,
trabalhos tem focado na base para o controle da granulometria desses sistemas,
sendo estabelecido que a formacdo de tais estruturas consiste em um mecanismo
espontaneo de auto-montagem, promovido pelo contato de uma solugédo organica
contendo os materiais constituintes das LNCs com um nédo-solvente, cujo tamanho &
reduzido apOs a evaporacdo do solvente, e que a estreita distribuicdo de tamanho é
dependente da concentracdo dos componentes da solucdo organica abaixo da
concentracdo de agregacao critica (Jornada et al., 2012).

Tendo em vista que a utilizacdo diferentes tipos de tensoativos na
estabilizacdo de sistemas nanoscoépicos influencia diretamente nas caracteristicas
fisico-quimicas desses sistemas. A combinagéo de tensoativos n&o ibnicos, como o
polissorbato 80, com tensoativos aniénicos, como a lecitina de soja, leva a formacéo

de nanocépsulas contendo potencial zeta negativo devido a presenca na interface
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particula/agua do acido fosfatidico (Mosqueira et al., 2000). Lancando mao dessa
estratégia, Bender et al. (2012) desenvolveram LNCs com superficie modificada, a
partir do revestimento desses nanocarreadores com o polimero catidnico quitosana,
por meio de interacdes eletrostaticas, obtendo-se nanocapsulas com superficie
cationica, nesse mesmo estudo foi verificada a manutencdo da compatibilidade
sanguinea in vitro do novo sistema formado.

Com o objetivo de construir um sistema multifuncional, formado por um
carreador biodegradavel revestido com diferentes camadas de materiais, formadas
através de interacdes eletrostéticas, interacdes de Van der Waals e por meio da
complexacdo com ions metdlicos, servindo como base para a ligacdo em sua
superficie de moléculas e/ou biomoléculas farmacologicamente ativas e, tendo em
vista a capacidade da quitosana em complexar ions metélicos (Reynaud et al.,
2011). Bender et al. (2014) desenvolveram um sistema nomeado “Metal Complex
Multi-wall Nanocapsules” (MCMN), esse novo nanocarreador consistiu em LNCs
revestidas com quitosana, complexadas com ions ferro ou zinco visando a ligacéo

do fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) (Figura 2).

Nucleo Lipidico

v

Parede Polimérica

v

» Revestimento de
Quitosana

» Complexo Metalico

Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura MCMN revestida pelo comprexo
metalico contendo zinco ou ferrro (Adaptado de Bender et al., 2014).

Para validar a prova de conceito da funcionalidade do fragmento de anticorpo
apos a conjugacao ao nanocarreador, em ensaio de reconhecimento molecular in
vitro foi demonstrada a manutencdo do sitio ativo do fragmento de anticorpo apés

sua nanoestruturacdo. Em seu trabalho Cavalcante (2012) verificou, em ensaios in
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vitro, uma reducédo da captacdo de LDL(-) em macrofagos tratados scFv anti-LDL(-)
em solugdo; por outro lado, na cultura celular contendo o scFv anti-LDL(-)
conjugados a superficie do sistema MCMN (MCMN-scFv), foi verificado um aumento
na internalizacdo de LDL(-), o qual foi atribuido ao mecanismo de endocitose
mediado por receptor especifico. Além disso, em estudos in vivo, foi verificada, em
camundongos LDLR™ com 3 a 4 meses de idade, uma tendéncia a reducéo na area
da lesdo aterosclerética, apds tratamento com a suspensdao de MCMN-scFv,
evidenciando a eficacia dessa formulacao e abrindo a possibilidade de sua utilizacao

futura na intervencao e prevencao da aterosclerose (Cavalcante, 2012).
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4. Materiais e Métodos

4.1  Materiais

4.1.1 Matérias-primas

o Poli(e-caprolactona) (PCL) Mn = 10000 g/mol Mw = 14000 g/mol (Sigma-
Aldrich, Franca);

o Quitosana de baixo peso molecular (Sigma-Aldrich, Franga);

o Triglicerideos dos &cidos caprico/caprilico (Delaware, Brasil);

o Monoestearato de sorbitano (Span 60®) (Sigma-Aldrich, Franca);
. Polissorbato 80 (Tween 80%) (Delaware, Brasil);

o Lecitina de soja (Lipoid S75®) (Lipoid, Alemanha);

o Acetato de zinco (Sigma-Aldrich, Franca);
J Fenilalanina (Sigma-Aldrich, Francga);
o Fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) sintetizados e purificados na

Universidade de Sao Paulo (USP), Brasil.
4.1.2 Aparelhos e Equipamentos
o Evaporador rotatorio (Buchi, Alemanha);

. Bomba de vacuo V-500 (Biichi Vac®, Alemanha);

Agitador Certomat MV (Vitaris, Alemanha);

o Potenciémetro B474 (Micronal, Brasil);

Banho termostatizado (lka — EH4, Brasil);
o Malvern Martersizer® 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido);

Zeta Sizer® Nano-ZS (Malvern Instruments, Reino Unido);

ZetaPlus® ( Zeta Potential Analyser, Brookhaven Instrutmens Corporations,

EUA);

o NanoSight LM10 (NanoSight, Reino Unido);

o Microcentrifuga Sigma 1-14 (Sigma, Alemanha);

o Espectrofotometro com leitor de microplacas (SpectraMax M2 Molecular

Devices, Tecan Group Ltd., );

4.1.3 Solventes e Outros Materiais

o Acetona (Nuclear, Brasil);

o Agua Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, EUA);
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o Alcool etilico (Nuclear, Brasil);

o Alcool metilico (Synth, Brasil);

o Acido acético glacial (Nuclear, Brasil);
° Ditizona (Merck, Alemanha);

. Unidade de ultrafiltrante de 30 KDa (Milipore®, Amicon® Ultra, EUA).
4.2  Métodos

4.2.1 Otimizacao da sintese das nanocapsulas multiparedes

A otimizacdo dos componentes utilizados na constru¢cdo das nanocapsulas
multiparedes foi realizada em quatro etapas: i) avaliacdo das suspensdes de
nanocapsulas de nucleo lipidico contendo concentragcéo variada de lecitina de soja,
i) revestimento das nanocapsulas de nucleo lipidico com diferentes concentracées
do polimero catidnico quitosana; iii) formacdo do complexo metalico a partir da
ligacdo das nanocapsulas revestidas com quitosana com zinco e iiii) ligacdo do

fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) ao complexo metalico.

42.1.1 Preparacdo de nanocdpsulas de nucleo lipidico com diferentes
concentracdes de lecitina de soja

As suspensfes de nanocapsulas contendo diferentes concentracfes de
lecitina de soja (Lipoid S75®) foram preparadas pelo método de deposicéo interfacial
do polimero pré-formado, como descrito previamente (Bender et. al., 2012). Para
isso, a fase organica contendo o polimero PCL (0,1 g), monoesterato de sorbitano
(0,04 q), triglicerideos dos &cidos céaprico/caprilico (0,120 g) em acetona (25 ml) foi
mantida sob agitacdo magnética a 40 °C até a solubilizacdo de todos os
componentes. Diferentes quantidades de Lipoid S75® (0,030 g, 0,050 g, 0,080 g,
0,090 g, 0,10 g, 0,120 g e 0,140 g) foram solubilizadas em etanol (10 ml). A fase
aquosa foi preparada em um frasco separadamente, por meio da dispersao do
tensoativo de elevado EHL (polissorbato 80) (0,08 g) em agua. Apos a dissolucéo de
todos os componentes de ambas as fases, a solucdo etandlica de lecitina (3 a 9
mg/ml) foi vertida na fase organica, e esta, por sua vez, foi injetada continuamente
através de um funil na fase aquosa. A suspenséo resultante foi mantida sob agitacao
e, apos 10 min, o solvente organico foi removido e a suspensdo concentrada sob
presséo reduzida a fim de ajustar o volume final para 10,0 mL. As suspensdes de

LNC foram nomeadas de acordo com a concentragéo final do tensoativo anionico
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lecitina de soja : 3 mg/ml (LNC3), 5 mg/ml (LNCs), 8 mg/ml (LNCsg), 9 mg/ml (LNC,),
10 mg/ml (LNCip), 12 mg/ml (LNC;2) e 14 mg/ml (LNC14).
4.2.1.2 Revestimento das nanocapsulas de nucleo lipidico com diferentes

concentracdes quitosana

O revestimento das nanocapsulas de nucleo lipidico com quitosana foi
realizado como descrito previamente (Siqueira et. al., 2011; Bender et. al., 2012).
Foram preparadas nove suspensdes de com diferentes concentracdes de quitosana.
Para isso, foram primeiramente obtidas solucGes de quitosanas com concentracdes
de 5 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml, 12 mg/ml, 13mg/ml e
14mg/ml em solucdo de acido acético a 2% (v/v). Apés a solubilizacao, as diferentes
solucbes foram filtradas utilizando-se unidade filtrante com diametro de poro de
0,45um (Millipore®). Um ml dessas solu¢des foram adicionadas, gota a gota, em 9
ml da suspensdao LNC,, sob agitacdo magnética elevada e assim permanecendo
durante 2 horas. As formulacbes recobertas com quitosana foram nomeadas
segundo a concentracdo da solucdo do polimero catibnico utilizada para o
revestimento de cada suspensao; por exemplo, a formulacdo LNCg revestida com

solucéo de quitosana 5mg/ml é referenciada como LNC™ys.

Uma suspensdo de nanocapsulas revestidas com quitosana com menor
concentracdo de acido acético também foi preparada. Essa formulacdo foi obtida
pela adicdo de 1 mL de uma solucdo de quitosana 7 mg/mL em solucdo de &cido
acético 1% (v/iv) em 9 mL da formulacdo LNCy, sob agitacdo magnética. A

suspensao e nanocapuslas resultando foi nomeada LNC+0,7(1%).



40

4.2.1.3 Complexacdo de zinco a superficie das nanocapsulas revestidas com

quitosana

A formacgdo do complexo metalico na superficie das nanocapsulas revestidas
com quitosana foi realizada como descrito previamente (Bender et al., 2014) com
algumas modificagbes. Dessa forma, foi preparada uma solucao de acetato de zinco
com concentracdo final de zinco igual a 1mg/ml em agua MiliQ®. Em 9,75 mL das
suspensdes LNC*7 e LNC"o71%), Sob agitagdo magnética, foram adicionados 250
pL da solugdo zinco 1mg/mL, visando obter uma concentragao final de 25 pg/mL do
metal na formulacdo, apés a formacdo do complexo, as formulacées foram
nomeadas MCMN e MCMN?!, respectivamente. Para passivar a superficie das
particulas e assim evitar a formacado de complexos interparticula, devido a elevada
reatividade apés a ligacdo do zinco, cerca de um minuto ap6s a adi¢cdo dos ions
metélicos sob agitacdo magnética elevada, foram adicionados 250uL de uma
solucédo de fenilalanina 7,6mg/mL (equivalente a proporcdo 3:1 molar em relacéo
aos fons Zn?"), tais formulacdes foram nomeadas MCMN-Ph e MCMN'-Ph,

respectivamente.

Também foi avaliada a formacdo do complexo metédlico a partir da ligacéao
LNC"7a% @ maiores concentragdes de zinco. Assim, como mencionado
anteriormente, foram adicionadas solu¢cdes de acetato de zinco com concentragdes
de 2 mg/mL e 4 mg/mL zinco & suspensdo LNC"7u1%), obtendo-se formulagdes com
concentracdo final de 50 pg/mL (MCMN?-Phe) e 100 pg/mL (MCMN3-Phe) de zinco.
Apés a ligacdo do metal, foram adicionadas 250 pL de solucéo de fenilalanina com
concentracdo necessaria para obtencdo de propor¢coes molares 3:1 e 3:2,
respectivamente, em relagcdo ao Zn**. Como as formulagées contendo zinco nas
concentracdes finais de 25, 50 e 100 pg/mL sofreram diluicdo apds a adicdo das
solucbes de fenilalanina, as concentracdes finais do metal em suspensao foram

reduzidas para 24,4 ug/mL, 48,8 ug/mL, e 97,5 ug/mL, respectivamente.
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4.2.1.4 Ligacdo do fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) a superficie das

nanocapsulas complexadas ao zinco

Foi avaliada a ligacdo de diferentes concentracdes de scFv anti-LDL(-) a
superficie da formulacdo MCMN®. Nesta etapa, foi utilizada uma solucdo de scFv
anti-LDL(-) 462,39 pg/mL, gentiimente cedida pela Universidade de S&o Paulo
(USP). Em 351,21 pL de formulacdo MCMN?, sob agitacdo magnétia moderada,
foram adicionados 648,79 pL de solucdo de scFv anti-LDL(-) nas concentracdes de
77, 07 pg/mL, 154,13 pg/mL, 308,25 pg/mL e 462,39 pug/mL, e assim permanecendo
por 10 minutos. As formula¢des foram nomeadas segundo a concentragao final de
scFv anti-LDL(-) (MCMN*- A% MCMN*-AX% MCMN*-A?® e MCMN™-A3*®): assim,
uma suspensao com concentracao final de anticorpo de 50 pg/mL foi nomeada como
MCMN™-A>°,

4.2.2 Caracterizagdo Fisico-quimica

4.2.2.1 Determinacédo do pH

O pH das suspensfes de nanocapsulas foi determinado sem diluicdo prévia
mediante utilizacdo potenciébmetro calibrado com solu¢des-tampéao de valores de pH
4,0 e 7,0. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata
de lote.

4.2.2.2 Determinacéo do diametro de particula e polidisperséo

Os valores de diametro médio baseado no volume das particulas, expresso
como DI[4,3],, distribuicdo de tamanho (expresso como SPAN) e o diametro de 50%
da populacdo baseando-se no niamero de particulas [d(0.5,)], foram determinados
primeiramente pela técnica de difratometria de laser, utilizando o equipamento
Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments) para verificar a qualidade nanotecnolégica
das suspensfes de nanoparticulas. As formulacbes também foram analisadas
guanto ao seu diametro médio (Z-Average, calculado pelo método de cumulantes) e
indice de polidispersdo (PDI) pela técnica de espalhamento luz dinamico (DLS,

Dinamic Light Scattering) (Zetasizer® nano-ZS, Malvern Instruments), apés diluicéo
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de 500x das dispersées em agua MilliQ®. A distribuicdo de tamanho e contagem do
namero de particulas também foram analisadas através do Analisador de Imagens
de Nanoparticulas (NTA, Nanoparticle Tracking Analysis) (Nanosight LM10 —
NanoSight — Reino Unido), que utiliza uma fonte de luz de laser para iluminar as
particulas em nanoescala, assim, cada particula presente na suspensdo aparece
individualmente como ponto de espalhamentos que circulam com o movimento

Browniano.
4.2.2.3 Potencial Zeta

O potencial zeta das formulacfes foi determinado pela técnica de mobilidade
eletroforética mediante a utilizacdo do equipamento ZetaPlus ( Zeta Potential
Analyser, Broolhaven Instrutmens Corporations), apos diluicdo de 500x das
dispersdes em solucao de NaCl 10 mM previamente filtrada através de membrana
0,45 um. As determinacdes foram realizadas a partir de triplicatas de lote.

4.2.2.4 Teste de estabilidade das suspensfes de nanocapsulas

As formula¢Bes de LNC contendo diferentes concentracfes de lecitina e as
formulacbes revestidas com diferentes concentracbes de quitosana foram
submetidas a testes de estabilidade acelerada utilizando metodologias preconizadas
pela ANVISA (RE n°l, de 29 de julho de 2005, D.O.U. de 01/08/2005;). Cada
amostra foi armazenada em camara climatica e submetida a temperatura de 40 °C *
2 °C, sendo a distribuicdo granulométrica das formulacdes verificada em funcao do
tempo por difratometria de laser. Um segundo teste de estabilidade foi realizado
para as suspensbes de nanocapsulas LNC's LNC'; e LNC'y4 estocando as
formulactes a temperatura de 5 °C = 3 °C; assim como as demais amostras, o perfil
granulométrico das suspensdes LNC's LNC*; e LNC"14 também foi acompanhado
em funcéo do tempo pela técnica de difracédo de laser.

4.2.2.5 Determinacgéo de zinco nas Nanocapsulas Multiparedes

O teor e a concentracdo de ions zinco associada a superficie das particulas
LNC*; (suspensdo MCMN-Phe) ou LNC*7q0) (Suspensdes MCMN'-Phe, MCMN?-
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Phe e MCMN3-Phe) foram determinados por metodologia espectrofotométrica
indireta previamente validada’, que consistiu na quantificacdo do zZn*" utilizando
ditizona como agente complexante, formando um complexo colorido com absorcéo
maxima em 514 nm. Para isso, foi preparada uma curva obtida a partir de uma
solucdo mae de acetato de zinco contendo 100 pg/mL de fons Zn**. Para formacéo
do complexo Zn?*-ditizona, em um baldo de 10 mL foram adicionados 1,3 mL de
uma solucdo metandlica de ditizona (resultando em uma concentracéo final de 13
ng/mL), seguida pela adicdo de diferentes quantidades da solu¢cdo mée resultando
nas concentraces finais de 200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 ng/mL de ion

metélico, o volume foi completado com metanol.
4.2.2.5.1 Teor de Zn** nas Nanocapsulas Multiparedes

O teor de fons zinco nas formulagdes MCMN-Phe, MCMN*-Phe, MCMN?-Phe
e MCMN?3-Phe foi determinado por meio da diluicdo de cada suspensdo, em baldo
volumétrico de 10 mL, para atingir a concentracao final de 400 ng/mL, seguida pela

da solucéo de ditizona, como descrito no item 4.2.2.5.
4.2.2.5.2 Determinacgéo de Zn** complexado & superficie das nanocapsulas

A determinacéo de fons Zn** ligado & superficie das nanocapuslas LNC*; e
LNC";.19, foi realizada pela técnica de didlise, utilizando tubos de dialise de celulose
com cut-off de 14 kDa (Sigma-Aldrich). Dessa forma, 4 mL de cada formulacao
(MCMN-Phe, MCMN*-Phe, MCMN?-Phe e MCMN?3-Phe) foram adicionados em
sacos de dialise previamente hidratados. Apds, os sacos contendo as formulacées
foram colocados em 40 mL de meio receptor, que consistiu de agua ultrapura
(MilliQ®). O experimento foi realizado, sob agitacéo, & 25 °C, por 6 h. A cada 2 h, foi
realizado a remocao de todo o meio receptor, seguida pela reposi¢cao de mais 40 mL
de &gua ultrapura. As porcdes coletadas apds 2, 4 e 6 horas de experimento foram
analisadas por espectrofotometria, pela adicdo de um volume de, no maximo, 3 mL
em baldo volumétrico de 10 mL, seguida pela adicdo da solucdo de ditizona e o
volume completado com metanol (como descrito o item 4.2.2.5). A concentracao de
fons Zn** ligada as nanoparticulas ([Zn2+]ugado, pg/mL) foi determinada pela Equacgao
1.



a4

120" g0 = Qs = (Qu + Qu + Q)
4

Equacéo 1

Onde Qr, Qzn, Qan € Qen S80 as quantidades Zn?* no saco de didlise e
quantificadas nos meios receptores apés 2, 4 e 6 horas de experimento,
respectivamente. O valor 4 na equagcdo é o volume (em mL) de formulacdo
(MCMN, MCMN', MCMN" e MCMN") ou solucdo de fons Zn®* contida no saco

de didlise.
4.2.2.6 Quantificacdo de scFv anti-LDL(-) ligado as nanoparticulas

A concentracdo de scFv anti-LDL(-) nas suspensdes de nanoparticulas
foi determinada pela quantificacdo de proteinas totais empregando-se o
método de Lowry (1951). Para isso, foi preparada a solucdo A, composta por
uma solucdo aquosa de sulfato de cobre 5 mg/mL; a solugdo B, constituida por
uma solucdo aquosa de carbonato de sddio, tartarato de sodio e potassio e
hidroxido de sédio a 40 mg/mL, 1 mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente; a
solucédo C, formada pela mistura da solucdo B e solucdo A na proporcao 9:1
(v/v) , e a solucdo D, que consistiu no reagente de Follin 0,666 N. As medidas
foram realizadas em placas de 48 pocos. Dessa forma, em cada poco foram
adicionados 500 pL da solucdo C e 40 pyL de amostra; apds 15 minutos, foi
adicionado ao meio de reacdo 100 pL a solucdo D. As amostras foram
incubadas a 25 °C, por 30 minutos e protegidas da luz; apés transcorrido esse
tempo, a medicdo da absorbancia foi efetuada a 620 nm. Foram preparadas

duas curvas: uma a partir de uma solucdo mée de BSA (albumina sérica
bovina) 2 mg/mL, com faixa de concentracdo de 125 pg/mL a 1000 pg/mL; e

uma segunda curva preparada a partir de uma solucdo de scFv anti-LDL(-)
107,88 pug/mL, com faixa de concentracdo de 5 pg/mL a 70 pg/mL.

A determinacdo da concentracdo total de scFv anti-LDL(-) nas
nanocapsulas foi realizada de duas formas: i) através da adicdo de 40 pL
formulacdo contendo o fragmento de anticorpo no meio reacional (nesta

metodologia, o valor de absorbancia da amostra foi descontada da absorbancia
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de uma suspensdo de nanocapsulas MCMN'-Phe, com a mesma concentracao
de particulas em relagdo as nanocépsulas contendo o scFv anti-LDL(-), obtida
apos sua adicdo ao meio reacional como realizado para as amostras); e ii) por
quantificacdo de scFv anti-LDL(-) contido no ultrafiltrado, apds separacao pela
técnica de ultrafiltracdo-centrifugacédo de 200 pL da formulacdo a 5000 x g, por
15 minutos a 20 °C em centrifuga (Sigma 1-14, Sigma, Alemanha), utilizando
unidades ultrafiltrantes de 30KDa (Milipore®, Amicon® Ultra).

A determinacdo de scFv anti-LDL(-) ndo adsorvido a superficie das
nanocapsulas também foi realizado por ultrafiltracdo-centrifugacao,
empregando-se as mesmas condicbes conforme metodologia previamente
descrita por Oliveira et al., (2013). Dessa forma, as suspensdes contendo o
fragmento de anticorpo (400 uL) foram transferidas para unidade ultrafiltrante
de 30KDa (Milipore®, Amicon® Ultra) e ultracentrifugadas (Sigma 1-14, Sigma,
Alemanha) a 1870 x g por 5 minutos a 20 °C. Os valores de absorbancia de
cada um dos pontos das curvas e das amostras ultrafiltradas foram
descontados da absorbancia do meio reacional, no qual foi adicionado 40 uL
de &gua ultrapura. A concentracdo de scFv anti-LDL(-) foi expressa como

Eficiéncia de Ligacdo (EL(%)), calculada por meio da Equagéao 2.

EL (%)=C ,,—C, x100
C

AT

Equacéo 2

Onde Car € a concentracdo total de scFv anti-LDL(-) (em pg/mL) na

formulacdo e Ca_ € a concentracao de scFv (em pg/mL) no ultrafiltrado.

4.3 Andlise Estatistica

Os dados foram apresentados como valores médios + desvios-padrao. O
método estatistico utilizado para analisar os resultados foi o ANOVA, seguido
pelo teste Tukey, quando as diferencas foram consideradas sisgnificativas (p <
0,05).
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As secOes Resulatdos e Discussdo e Conclusdo (paginas 47 a 106)
estdo ocultas, pois o0 presente estudo sera submetido a um peridédico cientifico
da éarea. Dessa forma sera mostrada apenas uma breve descricdo dos
principais resultados e conculbes obtidas.

Com o desenvolvimento do presente estudo foi proposta na primeira
etapa de revestimento das nanocapsulas a organizacdo diferenciada das
moléculas de lecitina de soja (na forma de estruturas semelhantes a
lipossomas) em torno das nanocapsulas de nucleo lipidico, sendo verificada a
completa saturacdo da superficie na concentracdo de 9 mg/mL do tensoativo
anidnico, suspensao LNC,. além disso, tal suspensdo mostrou ser mais estavel
em comparacao as formulagcdes com menores concentracdo desse tensoativo.

Na segunda etapa foram obtidas formulac¢des revestidas com diferentes
concentracbes do polimero catibnico, quitosana, a partir do revestimento da
suspensdo LNCy. Ao relacionar os valores de potencial zeta em funcdo da
concentracdo desse polimero, verificou-se que a obtencdo de uma
monocamada completa de quitosana revestindo as particulas foi alcancada na
formulagcdo LNC" 7, a qual também mostrou ser mais estavel em comparacao
as demais nanoestruturas revestidas com o polimero catiénico.

Na terceira etapa foi realizada a complexacdo dos ions zinco na
superficie da suspenséo de nanocépsulas contendo concentracao de quitosana
igual a 0,7 mg/mL; nesse estagio foi verificado que a complexacdo da espécie
metalica € depende do pH do meio, sendo necessario promover o aumento do
pH da formulacdo a partir da reducdo da concentracdo de acido acético da
formulacdo com concentracdo otimizada de quitosana. Além disso, foi
observada que a concentragdo 6tima de zinco visando a conjugagao do scFv
anti-LDL(-) equivale a 25 pg/mL, de forma a obter uma menor concentragao de
ions metélicos livres na solu¢do, ndo associados as nanoestruturas.

Na ultima etapa foi realizada a conjugacdo do scFv anti-LDL(-) a
superficie da suspensdo MCMN'. A partir dos valores de raio hidrodinamico
verificou-se que uma menor concentracado do fragmento de anticorpo no meio
acarreta a formacdo de estruturas maiores devido a formacdo de agregados,

decorrente do baixo nimero de moléculas de scFv anti-LDL(-) necessarias para
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a completa passivacdo da superficie do complexo metalico. Além disso,
verificou-se que a concentracdo de moléculas scFv anti-LDL(-) associoadas a
superficie das nanocapsulas multiparedes é dependente da sua concentragdo
inicial no meio. Dessa forma, a formulacdo selecionada foi preparada na
propor¢cdo molar de Zinco:scFv anti-LDL(-) de 12,5:1, a qual mostrou uma
maior concentracao de fragmento de anticorpo associado as nanoestruturas.
Por fim, o presente estudo permitiu a obtencdo de um sistema mais
estavel contendo uma maior contentracdo de scFv anti-LDL(-) associada;
abrindo, dessa forma, a perspectiva da utilizacdo de um sistema mais eficaz no

tratamento e prevencao da aterosclerose.
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