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RESUMO

A captacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) e nanoparticulas
de proteina de algoddo (GONP) foi avaliada em células de cancer de mama
MCF7. As GONP foram produzidas por reticulagdo a partir de concentrado
proteico de algod&o e cloreto de célcio. O estudo de pré-formulacéo revelou
que o pH inicial e concentracdo de reticulante interferem no tamanho e
polidispersao das particulas, sendo o sistema mais estavel obtido em pH 3,0 e
9 mM de CaCl,. As GONP séo esféricas, com superficie levemente rugosa, tém
pH de 3,91 + 0,14, potencial zeta de -20,1 * 0,608 mV, um diametro
aproximado de 273,8 + 12,8 nm (Za) € Pdl de 0,168 + 0,51 por PCS; 191,5 +
23,3 nm e Span de 1,93 + 0,29 por DL e 113,7 nm por MET. A analise de MEV-
EDS confirmou que os componentes majoritarios da estrutura sdo C, Ca e Cl.
Cada mL de suspensdo possui 7,00 x 10* + 0,2477 particulas. O mecanismo
de formacédo das particulas envolve forcas hidrofobicas e reticulagdo com ions
Ca’" e sua estabilidade é de 48 h. Para os estudos de captacdo em células
MCF7, foram produzidas GONPf fluorescentes com rod123 e LNCf com PCL
covalentemente ligada a roB por deposicéo interfacial do polimero pré-formado.
Os estudos de viabilidade celular por MTT revelaram que GONPf ndo € toxica
para macréfagos RAW 264.7 e células MCF7 entre 0,152 e 3,056x107 m? de
superficie aplicada e LNCf, entre 0,157 e 0,785x10% m? com uma DLsy de
1,02x10? m?. A captacdo das particulas foi avaliada apés 24 h de incubacéo a
37°C/5% CO, e demonstrou ser dose-dependente. As LNCf sdo captadas por
endocitose mediada por caveolina e as GONPf, por um mecanismo misto
envolvendo macropinocitose, endocitose dependente de clatrina e endocitose
dependente de caveolina. A presenca de tensoativo na superficie das LNCf € a
causa provavel para a menor captacdo em relacdo as GONPH.

Palavras-chave: Nanocapsulas de nucleo lipidico; nanoparticulas de proteina
de algodao; mecanismo de captacao



ABSTRACT

Lipid-core nanocapsules (LNC) and Gossypium nanoparticles (GONP)
cellular uptake were assessed in breast cancer cells MCF7. GONP were
produced by cross-linking a cotton seed proteic concentrate with calcium
chloride.  Pre-formulation study demonstrated that initial pH and CaCl,
concentration affect the size and polydispersion of nanoparticles. Best result
was obtained with pH 3.0 and 9 mM de CaCl,. GONP were spherical, with a
slightly rough surface, pH = 3.91 £+ 0.14, zeta potential = -20.1 + 0.608 mV and
diameter of 273.8 £ 12.8 nm (Z,e) and PdIl de 0.168 + 0.51 measured by PCS;
191.5 + 23.3 nm and Span 1.93 + 0.29 measured by laser diffraction and 113.7
+ 10.7 nm measured by TEM. SEM-EDS analysis confirmed that C, Ca e ClI
were the main constituent of GONP. Each mL of GONP suspension has 7.00 x
10% + 0.2477 particles. Hydrophobic interaction and cross-linking with calcium
ions were the basis for GONP formation and the system is stable for 48 h. For
cellular uptake studies, fluorescent particles were produced with rhodamine 123
(GONPY). LNCf were prepared by interfacial polymer deposition with PCL
covalent linked with rhodamine B. MTT assay showed that GONPf were non-
toxic to RAW 264.7 macrophages and MCF7cells in dosis between 0.152 e
3.056x107 m? of applied surface and LNCf, between 0.157 e 0.785x10% m?
and LDsy = 1.02x10% m? Nanoparticle uptake was evaluated after 24 h
incubation at 37°C/5% CO, and is dose dependent. LNCf are internalized by
caveolin mediated endocytosis. GONPf, on the other hand were internalized by
a macropinocytosis, clathrin dependent endocytosis and caveolin dependent
endocytosis. Surfactant presence at LCNf surface may contribute to a less
extent uptake relative to GONPT.

Keywords: Lipid-core nanocapsules; cotton seed protein nanoparticles; uptake

mechanism
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EDTA Acido etilenodiamino tetracético

EIC Endocitose independente de clatrina
EIPA Etil-N-amilorida

FDA Food and Drug Administration
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FIll Filipina 1ll

FITC Isotiocianato de fluoresceina

GMO Monooleato de glicerila

GONP Nanoparticula de proteina de algodao
GONPf Nanoparticula de proteina de algodao fluorescente
HEPES Tampao de acido 4-(2-hidroxietil)-1 piperazinetanol sulfénico
LD Limite de deteccao

LDL Lipoproteina de baixa densidade

LNC Nanocapsula de nucleo lipidico

LNCf Nanocdpsula de nucleo lipidico fluorescente
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1.1.INTRODUCAO

A Nanotecnologia abrange varias areas do conhecimento, desde as
ciéncias basicas como a fisica e a quimica até as areas aplicadas da tecnologia
da informacdo, engenharia de materiais, farmacologia e medicina. Ja é
conhecido e estd sendo explorado seu potencial no desenvolvimento de
sistemas carreadores de farmacos, na regeneracdo de tecidos e como
marcadores para técnicas de diagnéstico quimicas e por imagem (ETHERIDGE
et al., 2013).

Um dos desafios da nanotecnologia é a busca por matérias-primas
seguras e adequadas a utilizacdo em nanofarmacos, sistemas de liberacao,
engenharia de tecidos e outras aplicacbes voltadas a saude, incluindo
derivados do carbono, polimeros, metais, ceramicas e matérias-primas de
origem natural ou biolégica (WU, L.-Q.; PAYNE, 2004; REMPEL, 2007;
ETHERIDGE, 2013).

Entre os principais polimeros naturais ja utilizados na producdo de
nanoestruturas temos os polissacarideos, como a quitosana, e proteinas de
origem animal como a gelatina, a albumina e a caseina (JAHANSHAHI;
BABAEI, 2008; JONES; MCCLEMENTS, 2010). As proteinas vegetais tém a
vantagem adicional de serem matérias-primas abundantes e que podem ser
conseguidas como subproduto de outros processos produtivos, tais como o
concentrado proteico de soja, que é fabricado a partir da torta resultante do
processo de expressao para obtengdo do 6leo de soja (NESTERENKO et al.,
2013).

O algoddo € considerado a espécie vegetal mais importante no
fornecimento de fibras téxteis e a segunda fonte de proteinas mais importante
no mundo, sendo superado apenas pela soja. Sua producdo mundial esta
estimada em 33 milhdes de toneladas, sendo destinada a industria téxtil e
também a obtencéo de 6leo (AHMAD et al., 2007).

A torta, subproduto da producéo de 6leo, tem em sua composi¢ao cerca
de 30 a 40% de proteinas, sendo que, destas, 60% sao globulinas, 30% séo
albuminas e 8,5% sédo glutelinas. As proteinas do algodédo sédo consideradas
fontes potenciais de nutrientes para animais e humanos. No entanto, a

presenca de gossipol, que apresenta hepatotoxicidade, tem limitado sua
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utilizacdo. Varios métodos estdo descritos em literatura visando a reducéo da
quantidade desta substancia a fim de atingir o limite toleravel de 450 ppm
preconizado pelo FDA (GAO; CHANG,; et al., 2010).

As proteinas do algodéao ja foram objeto de varios estudos descritos na
literatura cientifica. Gao, Cao e Li (2010) avaliaram o potencial antioxidante de
fracGes hidrolisadas das proteinas de algoddo e constataram que a fracdo
denominada lllI, rica nos aminoécidos fenilalanina, histidina, prolina, metionina,
isoleucina e cisteina, apresentou uma forte atividade antioxidante, inibindo a
auto-oxidacdo do acido linolénico e apresentando, portanto, uma potencial
utilizagdo como aditivo alimentar e ingrediente farmacéutico. A obtencdo de
bioplastico a partir de concentrados proteicos de algodao também foi avaliada
por varios grupos de pesquisa, sendo avaliado o uso de glicerol como
plastificante e agentes de reticulacdo como formaldeido, glutaraldeido e glioxal
(GREVELLEC et al., 2001; MARQUIE, 2001; YUE et al., 2012). A presenca de
grupos altamente reativos nas proteinas presentes nesses concentrados 0sS
torna interessantes como pontos de partida para reacdes de copolimerizagao,
enxerto (grafting) e reticulagcado (CHEN, Y. R.; CHEN; WANG, 2011).

Dada a abundéncia de matéria-prima e a necessidade premente de
reutilizacdo de materiais, visando a reducdo dos residuos industriais e da
poluicdo do meio-ambiente, bem como o seu potencial como emulsificante e
formacdo de filmes por meio da utilizacdo de reticulantes, justifica-se a
utilizacdo do concentrado proteico de algoddo como insumo para a obtencdo
de nanoparticulas. Ainda ndo foram publicados estudos relatando a obtencgéo
de micro e nanoparticulas a partir do CPA, sendo o trabalho proposto inédito.

O desenvolvimento de farmacos, sistemas de liberagdo e formas
farmacéuticas deve levar em consideracdo os possiveis alvos celulares para
sua acgéo e ser desenhados de forma a atingi-los. Na terapia do cancer, na qual
sdo empregados farmacos citotoxicos com graves efeitos adversos para 0s
tecidos normais, a vetorizacdo e a entrega as ceélulas cancerigenas torna-se
especialmente importante (DANHIER; FERON; PREAT, 2010). Varios farmacos
ja tém seus alvos celulares conhecidos, como o paclitaxel, que age
promovendo a polimerizagcdo da tubulina e impedindo a divisdo celular e a
doxorrubicina, que inibe a sintese de acidos nucleicos (BRANNON-PEPPAS;
BLANCHETTE, 2004). Entender se e como o0s sistemas de liberacdo de
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farmacos séo captados pelas células em estudos in vitro pode poupar varias
etapas de estudo in vivo, reduzindo o tempo, 0 custo e 0 uso de animais nas
pesquisas.

As nanocapsulas de nucleo lipidico tém sido objeto de estudo de nosso
grupo de pesquisa ha mais de uma década. S&o sistemas constituidos por uma
parede polimérica revestida por tensoativo ndo-ibnico, cujo nucleo € composto
por um lipidio sélido e um liquido. A captacdo das nanocapsulas de nucleo
lipidico (LNCs) desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa foi avaliada por
Poletto e colaboradores (2012) em macréfagos isolados por lavagem da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c pela microscopia de
fluorescéncia com excitagdo multifotdnica. As imagens revelaram que o uso de
PCL ligada a roB no preparo das LNC conferiu a elas uma emissao de
fluorescéncia forte e estavel, podendo o seu uso ser estendido a outros
estudos in vitro que demandem o uso de marcadores fluorescentes. Além
disso, apesar das LNCs conterem uma camada de polissorbato 80, que poderia
impedir ou, pelo menos, dificultar a interacdo do nanocarreador com a
superficie celular, foi evidenciada a captacdo dessas estruturas pelas células
fagociticas. Dessa forma, torna-se interessante verificar a capacidade de
captacdo dessas particulas por outras linhagens celulares, bem como os
mecanismos envolvidos no processo, de forma a melhor explorar o seu
potencial terapéutico.

O presente trabalho trata do desenvolvimento de nanoparticulas de
proteina de algoddo pela técnica de reticulacdo com cloreto de calcio.
Juntamente com as LNC, essas nanoparticulas foram submetidas a estudos de
captacdo celular em células MCF7 de cancer de mama. O mecanismo pelo
qual as nanoformulacdes s&o captadas foi investigado usando inibidores
farmacoldgicos e citometria de fluxo. Os resultados obtidos poderdo dar
direcionamento a escolha de farmacos a serem encapsulados nessas
nanoestruturas, bem como modificacdes em suas formulac¢des a fim de obter o

melhor desempenho possivel como carreadores em sistemas biolégicos.
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1.2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

De acordo com a Agéncia Europeia de Medicamentos, a nanotecnologia
abrange estruturas inferiores a 1000 nm, projetadas para terem propriedades
diferenciadas. No caso dos medicamentos, seria uma maneira de melhorar
suas propriedades, como solubilidade e estabilidade, melhorar a entrega de
farmacos, promover a vetorizacdo a sitios especificos, visando diagnostico,
tratamento e a regeneracdo de células e tecidos (European Medicines Agency,
2014). Do desenvolvimento dos primeiros lipossomas por Gregoriadis e
colaboradores na década de 1970 até os dias atuais, um grande numero de
sistemas nanoestruturados para a entrega de farmacos foi desenvolvido,
utilizando como matérias-primas metais, derivados do carbono, lipideos e
polimeros naturais e sintéticos (COUVREUR; VAUTHIER, 2006).

As nanoparticulas metalicas e 0s pontos quanticos estdo entre as
menores nanoestruturas descritas, com um diametro da ordem de dezenas de
nandmetros. Ouro, prata, platina e ferro sdo alguns dos metais utilizados para a
obtencdo de nanoparticulas. A possibilidade de conjugacdo com farmacos,
peptideos e outros ligantes permite a obtencdo de superficies modificadas
visando a vetorizagéo ativa, tornando-as bons carreadores para a entrega de
farmacos antitumorais (LIONG, 2008).

Os fulerenos e os nanotubos de carbono sdo as nanoparticulas
derivadas do carbono mais conhecidas. Os fulerenos possuem 60 atomos de
carbono e formam uma estrutura semelhante a uma bola de futebol ou aos
domos desenhados por Richard Fuller. Os nanotubos de carbono podem ser
constituidos por uma parede simples ou dupla e ter até metros de
comprimento, porém com um didmetro de cerca de 1 nm, equivalente a
aproximadamente metade de uma hélice de DNA (FARAJI; WIPF, 2009).

Entre os sistemas nanoestruturados lipidicos, podem ser citadas as
nanoemulsdes, o0s lipossomas, as nanoparticulas lipidicas solidas e os
carreadores lipidicos nanoestruturados. As nanoemulsbes sao sistemas
cineticamente estaveis, compostos por goticulas de cerca de 20 a 200 nm e
produzidos por técnicas de emulsificacdo usando alta energia, como a
emulsificacdo a alta pressdo e o ultrassom; por emulsificacdo espontanea ou
ainda, usando a temperatura de inversao de fase (FERNANDES; SONI, 2010).
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Os lipossomas sao compostos por uma bicamada de lipideos,
organizados em torno de um nucleo aquoso. Devido a sua semelhanga com as
membras bioldgicas e dependendo dos lipideos utilizados em sua composic¢éo,
podem ser extremamente biocompativeis e biodegradaveis. Lipossomas
cationicos tém despertado o0 interesse dos pesquisadores por sua
aplicabilidade na terapia génica, uma vez que suas cargas positivas podem
interagir com a carga negativa dos acidos nucleicos (FERNANDES; SONI,
2010).

Tanto nanoparticulas lipidicas solidas, quanto os carreadores lipidicos
possuem uma capacidade de carga comparavel a dos lipossomas, porém com
melhor estabilidade. As nanoparticulas lipidicas sélidas surgiram na década de
1990 e sao compostas por um lipidio solido a temperatura ambiente,
estabilizado por um tensoativo. Os carreadores lipidicos nanoestruturados, por
sua vez, sdo compostos por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos, o que
Ihes confere maior estabilidade, quando comparados com as nanoparticulas
lipidicas so6lidas (ABDEL-MOTTALEB, NEUMANN, 2011).

2.1. Nanoparticulas produzidas a partir de polimer  0s sintéticos

As nanoparticulas poliméricas estdo entre os sistemas nanométricos
mais utilizados devido a sua estabilidade, seguranca e por permitirem a
modificacdo de superficie, propriedade fundamental para a obtencdo de
carreadores para vetorizacdo ativa. Incluem tipos variados de sistemas como
as nanoesferas, micelas poliméricas, dendrimeros e nanocapsulas (FARAJI;
WIPF, 2009).

As micelas poliméricas sao formadas por auto-organizacdo de polimeros
dibloco ou tribloco, compondo uma parede hidrofilica e um interior hidrofébico.
As micelas inversas (polymersomes), por outro lado, sdo formadas por uma
parede hidrofébica e um interior hidrofilico, de maneira analoga a estrutura de
um lipossoma (FERNANDES; SONI, 2010). Os dendrimeros, por sua vez, sao
estruturas formadas por um nucleo funcional e cadeias poliméricas ramificadas

com as quais moléculas de farmaco podem interagir por forcas de van der
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Waals, ligagcbes de hidrogénio e forcas eletrostaticas (DEVALAPALLY;
CHAKILAM, 2007).

As nanoesferas sdo particulas matriciais constituidas por polimero e
tensoativo, nas quais o farmaco encontra-se disperso ou adsorvido. Quando o
sistema inclui um Oleo em sua composicdo, tem-se a formacdo de
nanocapsulas, com o nudcleo oleoso circundado por uma parede polimérica.
Dependendo da natureza do farmaco a ser carreado por estas estruturas, este
poderd estar encapsulado no nucleo, disperso ou adsorvido na parede
polimérica (GUTERRES; ALVES, 2007).

2.1.1. Nanocapsulas de nucleo lipidico

As nanocapsulas de nudcleo lipidico (LNC) sdo um sistema hibrido
composto por uma parede polimérica e um nucleo lipidico no qual um lipidio
sélido est& disperso em um oOleo. As proporgdes 6timas dos componentes da
LNC foram definidas por Venturini e colaboradores em 2011, de forma que,
durante o processo de formulacdo, sejam obtidas exclusivamente
nanocapsulas, evitando a presenca de nanoesferas e nanoemulsdo no sistema.
As particulas sdo em geral produzidas por deposicao interfacial do polimero
pré-formado, em que uma fase organica contendo o polimero e os
componentes lipofilicos é injetada em uma fase aquosa contendo tensoativo de
alto EHL, sendo o solvente orgéanico e parte da agua removidos por
evaporacao a pressao reduzida.

A presenca do lipidio sélido no ndcleo das LNC as torna mais rigidas
qgquando comparadas com nanocapsulas convencionais (FIEL et al, 2011) e
contribui para o controle da liberagcdo dos farmacos hidrofobicos presentes no
ndcleo. As LNC possuem duas barreiras difusionais, pois além do nucleo
hidrofébico a tortuosidade da parede polimérica constitui outra barreira a
difusdo (POLETTO et al, 2008; JAGER et al, 2009). Dependendo do coeficiente
de distribuicédo (logD) do farmaco a ser encapsulado, séo possiveis seis formas
de distribuicdo no nanocarreador (OLIVEIRA et al, 2012):

* Tipo I: ndo sao passiveis de nanoencapsulacdo em LNC (valores

de logD negativos)
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« Tipo Il: parte do farmaco fica retida na parede polimérica e parte
permanece na fase continua (logD proximo a zero)
» Tipo lll: o farmaco se encontra na fase continua, disperso na
interface com o polimero e dissolvido no nucleo (logD préximo a
2,0)
« Tipo IV: o farmaco encontra-se disperso principalmente no
polimero e parte dele encontra-se dissolvido no nucleo (logD
préximo a 2,0)
* Tipo V: parte do farmaco esta dissolvida no nucleo, parte esta
dispersa no polimero e o restante esta na fase continua,
formando agregados (logD préoximo a 3)
* Tipo VI: grande parte do farmaco esta dissolvida no nucleo e o
restante, disperso na parede polimérica (logD proximo de 4,0)
Entre as principais propriedades biolégicas ja descritas para as LNC,
pode-se citar 0 aumento da tolerancia gastrointestinal em ratos tratados com
LNC contendo diclofenaco (SCHAFFAZICK et al, 2003) ou indometacina
(RAFFIN et al, 2003). LNC contendo indometacina apresentaram citotoxicidade
frente a células de glioma (BERNARDI et al, 2008); reduziram o
desenvolvimento de glioblastomas em ratos (BERNARDI et al, 2009);
protegeram células de hipocampo do dano causado pela isquemia (BERNARDI
et al, 2010) e atenuaram a perda de memadria em ratos em modelos de doenca
de Alzheimer (BERNARDI et al, 2012). Além disso, aumentaram a
concentracdo cerebral de resveratrol apds administracdo oral (FROZZA et al,
2010) e LNC contendo nimesulida reduziram o edema de pata e a formacao de
granulomas (LENZ, et al, 2012). Todos esses estudos demonstram a

aplicabilidade das LNC e seu potencial uso em medicamentos.

2.2.Biopolimeros

Os principais polimeros naturais usados na producdo de carreadores
nanoestruturados sdo polissacarideos e proteinas, de origem animal ou

vegetal. A selecdo de materiais para a producdo de nanocarreadores depende
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de fatores que incluem (JAHANSHAHI; BABAEI, 2008; JONES;
MCCLEMENTS, 2010; MISHRA; HUBENAK; MATHUR, 2013):

« tamanho final e carga de superficie desejados para as particulas;

» propriedades fisico-quimicas do farmaco ou substancia que se
pretende encapsular

e a seguranca do material, incluindo aspectos de
biodegradabilidade, biocompatibilidade e antigenicidade

» perfil de liberacéo desejado

» capacidade do biopolimero de se associar na forma de particulas

Os carreadores resultantes podem ter estrutura interna homogénea,
como uma nanoesfera, ou um nucleo oleoso, formando uma estrutura nucleo-
casca (core-shell), ou ainda ser uma nanoemulséo, visto que proteinas tém
propriedades tensoativas.

Nanomateriais derivados de proteinas teriam a vantagem de ser
biodegradaveis e ndo antigénicos, aléem de facilitar a adicdo covalente de
ligantes gracas, por exemplo, a presenca de atomos de enxofre em alguns
aminoacidos (ELZOGHBY; SAMY; ELGINDY, 2012).

Um dos nanomedicamentos presentes no mercado americano desde
2005 é o Abraxane® composto de paclitaxel ligado a nanoparticulas de
albumina em forma de po para suspenséao para perfusao endovenosa (MISHRA
et al., 2013).

Recentemente, Han e colaboradores (2014) propuseram o uso de
nanoparticulas catidnicas de albumina bovina como vetores de siRNA para
entrega em células A549 (cancer de pulméao), HepG2 (cancer de figado) e B16
(melanoma). Para a preparacdo das nanoparticulas, inicialmente, a albumina
bovina foi conjugada a etilenodiamina e ligada a EDCI para obtencdo de
diferentes graus de cationizacdo. Solucdes de albumina catibnica foram
misturadas com solucfes da sequéncia de siRNA, formando as particulas por
interacdo eletrostadtica em diferentes propor¢ces N/P (nitrogénio do
poliction/fosfato do RNA). Foram obtidas altas eficiéncias de captacdo, com

escape do siRNA de endossomos e lisossomos.
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A presenca de grupos tiol reativos torna a albumina interessante para a
construgdo de nanocarreadores para vetorizagdo ativa. Martinez e colegas
(2013) desenvolveram nanoparticulas de albumina e albumina/alginato para
entrega de tamoxifeno, utilizando folato como ligante de vetorizacdo. BSA foi
tratada com 2-mercaptoetanol para obtencdo de BSA-SH e o alginato,
conjugado a L-cisteina mediante uma rea¢do com carbodiimida (ALG-Cis). As
nanoparticulas resultantes foram incubadas com uma solugdo alcodlica de
tamoxifeno e liofilizadas. Foram obtidas particulas negativas, com potencial
zeta variando entre -10 e -43 mV e tamanhos da ordem de 350 nm (PCS).
Apds a conjugacdo com tamoxifeno, o potencial zeta passou a ser positivo,
com valores em torno de +30 mV. A captacdo das nanoparticulas foi testada
em células MCF7, HelLa e T47D. Apesar das células MCF7 expressarem
receptores de folato, a conjugacdo com acido folico ndo aumentou
significativamente a captacéo.

Nanossistemas compostos por gelatina vém sendo descritos desde o
final da década de 1970. E uma matéria-prima disponivel em grau
farmacéutico, de baixo custo, raramente contaminada com pirogénios e com a
possibilidade de ser esterilizada. Como outras proteinas de origem animal,
possui uma antigenicidade, porém em baixo grau. A estrutura primaria da
gelatina oferece varias possibilidades de modificacdo quimica e ligacéo
covalente de farmacos e ligantes para vetorizacao ativa (ELZOGHBY, 2013).

Nanoparticulas de gelatina sdo, em geral, produzidas por reticulagdo
com glutaraldeido. Jain et al (2008) produziram nanoparticulas de gelatina por
dessolvatagdo com acetona e reticuladas com glutaraldeido para a
encapsulacdo de didanozina. Apos a producao das NPs, residuos de manose
foram adicionados por reagdo com 0s grupos amino livres presentes na
superficie. As particulas resultantes tinham em torno de 325 nm (MEV), com
potencial zeta de +6,2 mV. A captacao celular foi avaliada em macréfagos
alveolares e demonstrou que a manosilacdo aumenta muito a capacidade das
NPs de serem captadas, o que era esperado, uma vez que 0S macroéfagos

expressam receptores para manose.
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2.3.Proteinas vegetais

Entre as proteinas vegetais ja empregadas na produgcdo de
nanoformulacdes estdo a gliadina, zeina, legumina e os isolados de soja.

A gliadina é um conjunto de proteinas extraidas do gluten, descrita como
potencialmente mucoadesiva e com grande tropismo por regibes do trato
gastrintestinal superior. A sua composi¢do rica em aminoacidos neutros
favoreceria a interacao via pontes de hidrogénio com a mucosa, enquanto que
os grupos dissulfeto das cadeias laterais poderia favorecer a interacdo com a
mucina. Nanoparticulas de gliadina poderiam ser usadas para a entrega de
farmacos hidrofébicos e anfifilicos (ARANGOA et al., 2000; JAHANSHAHI;
BABAEI, 2008; LAI; GUO, 2011).

Devido a sua alta hidrofobicidade, a gliadina pode ser usada para a
producdo de nanoparticulas sem o uso de outros aditivos quimicos e
tratamentos fisicos, pois as intera¢des hidrofébicas seriam capazes de manté-
las estaveis (ELZOGHBY et al., 2012).

A zeina € uma proteina derivada do milho, insolivel em agua, mas
solivel em etanol. Sua composicdo se divide em 75% de aminoacidos
hidrofébicos e 25% de aminoacidos hidrofilicos. Alguns estudos demonstram
sua capacidade em veicular farmacos pouco sollveis em agua. Dispersoes
liquido-liquido foram produzidas a partir de uma solucdo de zeina em etanol
incorporadas em solucdes de zeina em agua em agitadores de alta velocidade.
Quando a quantidade de etanol nas goticulas cai a um valor critico, a proteina
torna-se insoluvel e precipita, formando as nanoparticulas (ELZOGHBY et al.,
2012; LAI; GUO, 2011; PODARALLA; PERUMAL, 2012).

A legumina é uma das principais proteinas de reserva das sementes de
ervilha. Sua estrutura é bastante semelhante a caseina. Em 2010, Donsi e
colaboradores propuseram o uso de nanoemulsdes de legumina para a entrega
de nutracéuticos, como vitamina E e as demais vitaminas lipossoluveis.
Solucbes de legumina foram homogeneizadas com oOleo de girassol em
ultraturrax, seguida por homogeneizacdo a alta pressdo. Foram obtidas
emulsBes com oOtima estabilidade e tamanho de gota em torno de 200 nm
(DONSI et al., 2010).
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Os isolados de proteina de soja tém como componentes majoritarios as
globulinas 7S (B-conglicinina) e 11S (glicinina). (ELZOGHBY et al., 2012)
Zhang e colaboradores (2012) propuseram a obtengcdo de nanoparticulas de
soja por reticulacéo da proteina desnaturada com cloreto de célcio e obtiveram

nanoparticulas estaveis por 21 dias a 4°C e compativeis com células Caco-2.

2.4.Proteina de algodao

O algoddo € considerado a espécie vegetal mais importante no
fornecimento de fibras téxteis e a segunda fonte de proteinas mais importante
no mundo, sendo superado apenas pela soja (AHMAD et al., 2007). Sua
producdo mundial esta estimada em 33 milhdes de toneladas, sendo destinada
a industria téxtil e também a obtencdo de oOleo. A espécie mais utilizada para
fins comerciais € o Gossypium hirsutum, mas também sdo usadas a G.
barbadensis, G. arboreum e G. herbaceum (WENDEL et al., 2009).

A torta, subproduto da producédo de 6leo, tem em sua composi¢ao cerca
de 30 a 40% de proteinas, sendo que, destas, 60% sao globulinas, 30% sé&o
albuminas e 8,5% séao glutelinas. As proteinas do algodédo sédo consideradas
fontes potenciais de nutrientes para animais e humanos. No entanto, a
presenca de gossipol, que apresenta hepatotoxicidade, tem limitado sua
utilizacéo. Véarios métodos estdo descritos em literatura visando a reducgdo da
quantidade desta substancia a fim de atingir o limite toleravel de 450 ppm
preconizado pelo FDA (GAO; CHANG,; et al., 2010).

Os primeiros estudos com proteinas de algodao datam de 1925, com os
trabalhos de Jones e Csonka. Segundo os autores, a torta poderia ser dividida
em 5 fracOes: FracOes de alto teor de cinzas | e II; proteina-pentose; glutelinas
e a e B-globulinas. O estudo posterior de Karon, Adams e Altschul (1950)
determinou, por eletroforese, a presenca de dois componentes majoritarios e
dois minoritdrios. A primeira globulina caracterizada foi a acalina A ou
congossipina, também conhecida como globulina 7S presente no endosperma
da semente de algodao, com um peso molecular de 119 kDa (ROSSI-FANELLI
et al., 1964; ZARINS; PHILLIPS, 1984).
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A composicao em aminoacidos tipica das tortas excedentes da producao
de 6leo de algodéo foi descrita por Li e colaboradores (2010) e esta transcrita
no Quadro 1.

Quadro 1: Composicao em aminoacidos das tortas de semente de algodéo

Aminoécido Quantidade (%)

Alanina 1,42 +0,03
Arginina 4,54 + 0,05
Asparagina 1,57 + 0,06
Acido aspartico 1,94 + 0,05
Cisteina 0,70 + 0,04
Glutamina 3,81 +0,08
Acido glutamico 4,39+0,10
Glicina 2,12+ 0,04
Histidina 1,08 £ 0,03
Hidroxiprolina 0,05 + 0,00
Isoleucina 1,19+ 0,02
Leucina 2,26 + 0,03
Lisina 1,66 = 0,03
Metionina 0,66 £ 0,01
Fenilalanina 2,02 £0,04
Prolina 1,89 +£ 0,06
Serina 1,72 £ 0,04
Triptofano 0,44 + 0,01
Treonina 1,25+ 0,03
Tirosina 1,10 +£ 0,03
Valina 1,69 = 0,02

Fonte: adaptado de Li e colaboradores (2010)

Gao, Cao e Li (2010) avaliaram o potencial antioxidante de fracdes
hidrolisadas das proteinas de algodao e constataram que a fragcdo denominada
[ll, rica nos aminod&cidos fenilalanina, histidina, prolina, metionina, isoleucina e

cisteina, apresentou uma forte atividade antioxidante, inibindo a auto-oxidagao
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do acido linolénico e apresentando, portanto, uma potencial utilizagdo como
aditivo alimentar e ingrediente farmacéutico.

A presenga de grupos altamente reativos nas proteinas presentes nos
concentrados proteicos de algoddo os torna interessantes como pontos de
partida para reacdes de copolimerizacao, enxerto e ligacées cruzadas (CHEN,
Y. R. et al.,, 2011). A obtencdo de bioplastico a partir destas reacdes foi
avaliada por varios grupos de pesquisa (GREVELLEC et al., 2001; MARQUIE,
2001; YUE et al., 2012). Grevellec et al (2001) propuseram a producéo de
bioplastico por extrusdo e termomoldagem usando o glicerol como plastificante.
J& Chen, Chen e Wang produziram um bioplastico utilizando glicerol,
glutaraldeido (para a obtencdo de ligacdes cruzadas) e montmorilonita de
sédio, moldado sob pressdo. Como resultado, obtiveram um produto com
propriedades mecanicas e resisténcia a agua melhoradas. Yue e colaboradores
(2012), por sua vez, promoveram inicialmente a desnaturagdo das proteinas,
seguida da ligacao cruzada com formaldeido, glutaraldeido ou glioxal. Por fim,
glicerol foi adicionado para dar flexibilidade ao filme e a mistura foi submetida a
moldagem por pressdo a quente. Como resultado, foram obtidos bioplastico
com grande estabilidade térmica, resisténcia a absorcado de agua e resisténcia

mecanica.

2.5.Métodos de preparagdo de nanoparticulas protei  cas

Nanoparticulas de proteinas podem ser preparadas por meio de varios
métodos fisico-quimicos como segregacgdo/gelificacdo, agregacéo, reducéo de
tamanho e remocéo de solvente.

As forcas-motrizes da formacdo de nanoestruturas a partir de
biopolimeros sdo as interagcfes fisico-quimicas entre as moléculas e entre
estas e 0 meio no qual estdo inseridas. A grande maioria dos métodos de
producdo de nanoparticulas a partir de biopolimeros consiste em alterar as
condicbes do meio de forma controlada para que os biopolimeros deixem de
interagir com 0 meio para interagir entre si. Temperatura, pH, forca i6nica e
presenca de ndo-solventes sao o0s principais meios para induzir a formacgéo de
particulas (JONES; MCCLEMENTS, 2010).
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InteracOes eletrostaticas podem ocorrer entre espécies carregadas,
lembrando que a carga de superficie tem correlacdo direta com o pH do meio.
Por serem moléculas grandes e complexas, proteinas, muitas vezes, tém
regides de carga positiva e negativa dentro da mesma molécula (ELZOGHBY,
2013).

As interagbes hidrofébicas sdo resultado de uma excluséo
termodinamicamente favoravel das espécies apolares em relacdo a agua. Nas
proteinas globulares, a cadeia polipeptidica € geralmente dobrada formando
uma estrutura compacta esferoide, no interior da qual estdo alojados a maioria
dos aminoacidos apolares. O uso de técnicas que levam a desnaturacdo da
proteina como aquecimento, adicdo de sais e alteracdo de pH fazem com que
a estrutura terciaria da proteina se desorganize e exponha esses residuos,
tornando-os altamente propicios a fazerem interacdes hidrofébicas com os
residuos das moléculas vizinhas. A agregagdo, neste caso, pode ser
irreversivel (JONES; MCCLEMENTS, 2010; ELZOGHBY, 2013).

Interacdes por exclusdo de volume resultam do fato de duas moléculas
diferentes ndo poderem ocupar o0 mesmo espaco devido a sua forma,
conformacdo ou carga, reduzindo a entropia do sistema. Acima de uma
concentragdo critica, forcas osmoéticas favorecem a separacdo de fases das
diferentes espécies envolvidas. Tendo sido separadas, as fases podem ser
extrusadas para formar um sistema composto por uma fase aquosa dispersa
em outra fase aquosa (emulsdo de agua em agua — Ai/A;). As particulas
podem entdo ser formadas pela adicdo de um gelificante a fase interna
(JONES; MCCLEMENTS, 2010).

Reacdes quimicas entre proteinas incluem formacdo de pontes
dissulfeto, oxidacdo fendlica, reacdo de Maillard e transglutaminase. Ligagfes
cruzadas entre peptideos podem ser feitas pela adicdo de aldeidos
(glutaraldeido, formaldeido), enzimas (transglutaminase ou lacase) e ions
minerais (potassio, calcio, tripolifosfato) (ELZOGHBY; EL-FOTOH, 2011;
DHAYAL, 2014).
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Emulsificacdo (JAHANSHAHI; BABAEI, 2008; ELZOGHBY, 2013)
Este método consiste em preparar uma solugcdo aguosa de proteina e
verte-la sobre Oleo vegetal, seguida de agitacdo a alta velocidade. Pode ou nédo

ser usado um agente de reticulacéo para estabilizacdo da estrutura.

Dessorcgéo de solvente (JONES; MCCLEMENTS, 2010)

Neste método, a proteina e a substancia a ser encapsulada sao
dissolvidas em um solvente adequado. Condi¢cdes que piorem a interacdo das
moléculas de proteina com o solvente, tais como adicdo de co-solventes
incompativeis, agentes de agregacao ou diminuigdo de volume por evaporacéo
induzem a agregacao das moléculas de proteina, promovendo a encapsulacéo
da substancia de interesse.

De acordo com a maneira pela qual a interacdo proteina/solvente é
perturbada, o método recebe outras denominacgdes:

* Adicao de sais ao meio: producéo de particulas por precipitacdo por sais

(salting out) ou coacervacéo

* Adicdo de um néo-solvente: dessolvatacéo

* Evaporagao: deslocamento de solvente ou deposicéo interfacial

Injecdo (JONES; MCCLEMENTS, 2010)
Particulas sdo formadas por injecdo quando uma solucéo do biopolimero
é adicionada a um meio que promova a gelificacdo, como a presenca de um

acido ou base ou, ainda, que esteja em uma temperatura adequada.

Reticulacdo (ELZOGHBY, 2013; JONES; MCCLEMENTS, 2010)

Para a reticulacdo, cross-linking ou ligacdo cruzada sao utilizados
agentes quimicos capazes de promover reagdes com 0S grupo amino-terminais
dos peptideos, tais como os aldeidos; pontes dissulfeto entre os aminoacidos
sulfurados ou ions metalicos que formam pontes de sal entre as cadeias
peptidicas de cargas iguais entre si, mas oposta a do ion, diminuindo as forcas
de repulsao e estabilizando a particula.

Enzimas como a genipina, obtida dos frutos de gardénia reagem ligando

dois residuos de lisina livres entre cadeias diferentes de aminoacidos e, apesar
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do tempo longo de reacdo requerido para a estabilizacdo completa, tem a

grande vantagem de ser muito menos toxica que o glutaraldeido.

2.6. Mecanismos de captacao celular de nanoparticu las

2.6.1. Estudos de captacéo celular

O desenvolvimento da pesquisa cientifica tem detalhado cada vez mais
0s mecanismos das doencas, de forma que, se ha 100 anos pensava-se em
um orgao afetado, hoje pensamos em tipos de células doentes ou até mesmo
organelas doentes, citando como exemplo as mitocondriopatias que afetam os
musculos e, até mesmo, o sistema nervoso central (VASCONCELLOS et al.,
2007).

Para que os farmacos possam desenvolver sua acdo, uma série de
interacdes com diversos tipos de células é necessaria. Em primeiro lugar, €
preciso cruzar a membrana plasmatica, difundir no citoplasma e, finalmente,
atingir a organela-alvo. Dependendo de como a interacdo com a membrana
plasmatica ocorre e o tipo de receptor que é ativado, este farmaco pode ser
direcionado para a degradacéo lisossomal. Da mesma forma, pode ser alvo de
bombas de efluxo, como a glicoproteina P e ser exocitado. O uso de
nanocarreadores pode modular a entrada de farmacos na célula, de forma a
evitar a degradacéo e/ou o efluxo e promover uma resposta farmacodinamica
mais adequada. Assim, conhecer os mecanismos de internalizagdo dos
carreadores nanoestruturados torna-se fundamental para garantir que a
entrega seja adequada (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).

Varias linhagens celulares ja foram utilizadas em estudos de captacéo
celular envolvendo nanoestruturas, entre elas as células MDCK de rim de caes
(HARUSH-FRENKEL; ROZENTUR; et al., 2008), U87MG de gliomas (MO et
al., 2012) e diferentes linhagens de macréfagos, como J772 (ZAKI; NASTI;
TIRELLI, 2011) e RAW 264 (CHAUDHARI, KIRAN R. et al., 2012).

Embora a captacdo de nanoparticulas por células do sistema fagocitico
mononuclear seja a priori indesejada, uma vez que 0s carreadores sao
retirados da corrente sanguinea e impedidos de atingir os 6rgaos-alvo, os
nanossistemas podem ser direcionados para a captacdo por macréfagos a fim

de atuarem como “cavalos de Trdia”. Considerando que Varios agentes
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infecciosos sdo capazes de sobreviver dentro das células apdés serem
fagocitados, a entrega de antibiéticos neste ambiente torna-se importante para
uma maior eficacia do tratamento. A nanoestruturacdo de ampicilina em
particulas de poli(butilcianoacrilato) aumentou a eficacia do farmaco em
modelos murinos de infec¢cbes por Listeria monocitogenes e Salmonella
typhimurium. A entrega de farmacos antirretrovirais a macréfagos ¢ também
importante, uma vez que estas células sado reservatoérios virais, incluindo o HIV
(HILLAIREAU; COUVREUR, 2009). Outra abordagem interessante é o
tratamento de doencas inflamatérias intestinais, como a retrocolite ulcerativa e
a doenca de Crohn. Macrofagos circulantes que sejam recrutados para o
intestino poderdo carrear farmacos para o tratamento da inflamacdo. Além
disso, macrofagos e células dendriticas fazem parte do sistema imunolégico
associado ao intestino e, devido a inflamacgéo, encontram-se ativados e em
grande numero, sendo capazes de captar as nanoparticulas e promover o
acumulo de farmaco para o tratamento da regido afetada (COLLNOT; ALI;
LEHR, 2012).

As células MCF7 foram isoladas pela primeira vez em 1970 a partir do
lavado pleural de uma paciente apresentando adenocarcinoma de mama
metastatico. As células foram imortalizadas e constituiram uma linhagem
celular bem definida em 1973. Seu nome é a sigla derivada de Michigan
Cancer Foundation (SOULE et al., 1973). As MCF7 expressam receptores de
estrogénio e progesterona, sendo seu crescimento estimulado em presenca de
estradiol (especialmente quando implantadas em modelos animais) e inibido
em presenca de agentes antiestrogénicos. Como as demais linhagens de
células luminais do tipo A, como T47D e SUM185, ndo expressa o fator de
crescimento epidermal humano (HER2) (LEVENSON; JORDAN, 1997;
HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).

Apenas algumas linhagens derivadas de células MCF7, como
MCF7/ADR, MCF7/VP e MCF7/AdVp3000, expressam transportadores de
efluxo que promovem a resisténcia a multiplos farmacos e cujo principal
exemplo € a superfamilia de proteinas ABC (ATP-binding cassette). Por ser
este um dos principais mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas células

cancerigenas a antineoplasicos, estas linhagens sao utilizadas em estudos
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envolvendo farmacos susceptiveis, como a doxorrubicina e 0 etoposideo
(CHAUVIER; MORJANI; MANFAIT, 2002; MOITRA et al., 2012).

Jain e colaboradores (2012) avaliaram nanocapsulas liquido cristalinas
de monooleato de glicerila (GMO) contendo paclitaxel, conhecido ndo so pela
sua eficacia, como também por sua baixa solubilidade em agua e por produzir
importantes efeitos adversos, tais como a neurotoxicidade e anafilaxia.
Considerando o potencial indutor de hemdélise do GMO, os autores usaram 0
polietilenoglicol (PEG) para tornar as nanocapsulas hemocompativeis. O PEG
tem como vantagens adicionais prevenir o reconhecimento pelo sistema imune
e aumentar o tempo de circulacdo sanguinea, controlar a liberacdo e aumentar
a estabilidade fisica das nanoparticulas. Foram realizados ensaios de
citotoxicidade pela técnica de MTT e a captacado celular foi avaliada utilizando
particulas fluorescentes contendo 6-cumarina e contagem em citbmetro de
fluxo. Ficou evidenciado que, enquanto o paclitaxel foi capaz de induzir a morte
celular em 50% das células em sua maior dose (0,23 + 0,02 pM), as
nanocapsulas tiveram o mesmo efeito com uma dose de 0,073 £ 0,006 uM.
Observou-se, também, que o efeito citotéxico aumentou com o tempo de
contato das nanocapsulas com as células MCF7 (24, 48 e 72 h). O estudo de
captacdo celular em citbmetro de fluxo revelou que as nanocapsulas néo
PEGladas sdo captadas em maior quantidade que as PEGladas. Os autores
atribuem esse resultado ao fato do PEG impedir as interagcdées do GMO com a
parede celular, o qual tem conhecida propriedade de bioadesiva. Foram
avaliados os tempos de incubacéo de 0,5; 2 e 24 horas, sendo observada a
maior captacdo em 24 horas, tanto para os sistemas PEGlados quanto ndo
PEGlados.

Outro estudo envolvendo as células MCF7 foi o de Bazylinska e
colaboradores (2012), no qual foi avaliada a captacdo celular de uma
nanocapsula multicamada contendo IR-768, uma cianina para uso em terapia
fotodinamica. Os carreadores foram fabricados segundo uma técnica camada
por camada (layer-by-layer) a partir de uma nanoemulsdo. A parede das
nanocapsulas é constituida de 4-estirenossulfonato de polisédio (PSS) e
cloreto de poli(dialil-dimetil aménio) (PDADMAC), os quais possuem cargas
opostas. Foram avaliados o efeito da espessura da parede e de sua carga
superficial sobre a captacado celular. As células foram mantidas em incubacao
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por 24 horas com os diferentes tipos de nanocapsulas avaliadas contendo ou
ndo o farmaco em avaliacdo ou com o IR-768 em doses que permitissem uma
concentracdo final de 4 pmol.L™* de farmaco no meio. O melhor desempenho
de captacdo foi conseguido com as nanocapsulas revestidas com quatro
camadas de PSS/PDADMAC. Também se observou que particulas
positivamente carregadas apresentaram melhor desempenho que as
negativamente carregadas. Por meio da microscopia confocal foi possivel
observar que a cianina livre estava regularmente difusa no citoplasma da
célula, com uma fluorescéncia mais intensa ao redor da membrana nuclear. O
sistema cujo nucleo foi construido a partir de uma nanoemulsdo de
dimetilsulfato de dodecamida N,N-bis[propil- 3,3'(trimetilamdnio)] ficou
acumulado tanto no nucleo quanto no citoplasma das células, sendo
considerado 0 mais promissor para uma investigacao futura mais aprofundada.

A captacdo de nanoparticulas de polibutilcianoacrilato PEGlado
conjugadas com zoledronato e contendo docetaxel por células MCF7 e BO2
(modelo para metastases Osseas) foi objeto de estudo de Chaudhari e
colaboradores (2012). Da mesma forma que nos estudos anteriores, a
captacdo foi avaliada por microscopia confocal e citometria de fluxo e a
citotoxicidade, por meio do ensaio de MTT. A captacdo das nanoparticulas
conjugadas com zoledronato, apds 30 minutos de incubacao, foi 1,62 vezes
maior que a das particulas PEGladas e ndo conjugadas. A internalizacao das
nanoparticulas conjugadas atingiu 100% apos 120 minutos de estudo e foi
cerca de 40% superior em relacdo a captacdo das nao-conjugadas. O ICsg
determinado no ensaio de MTT também demonstrou que as particulas
conjugadas sdo mais citotoxicas que os demais sistemas testados. Apenas
para a linhagem BO2 foram realizados ensaios para determinacdo do
mecanismo de internalizacdo, sugerindo que este seja mediado por clatrina e
caveolina para as nanoparticulas ndo conjugadas. Considerando que o uso de
inibidores para os dois transportadores isoladamente e simultaneamente nao
impediu a captacdo da totalidade das nanoparticulas conjugadas com
zoledronato, sugere-se que outros mecanismos de transporte estejam
envolvidos nesse caso, sendo necessaria uma avaliacdo complementar

posterior.
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Nanoparticulas de poli(lactideo)-D-a-tocoferil-succinato de
polietilenoglicol (PLA-TPGS) foram desenvolvidas por Tan (2014) e colegas
para encapsulacdo de docetaxel e tamoxifeno usando a técnica de
nanoprecipitacdo. As particulas resultantes, com diametro de cerca de 180 nm
tiveram sua captacdo avaliada em células MCF7 em diferentes tempos de
incubacdo. A captacdo foi tempo e dose-dependente, porém, comparando a
captacdo das NPs com a do fluoréforo livre usado como marcador (6-cumarina)
nas doses mais altas do estudo, 6 e 12 pg.mL™, observa-se que as NPs sdo
menos captadas, possivelmente porque a alta concentracdo fora da célula
favoreceu a entrada por gradiente.

A captacdo das nanocapsulas de nucleo lipidico (LNCs) desenvolvidas
por nosso grupo de pesquisa foi avaliada por Poletto e colaboradores (2012)
em macrofagos isolados por lavagem da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c. 5 x 10° células foram transferidas para placas de 24 pocos contendo
laminulas redondas em seu interior e incubadas com 200 pL de suspensédo de
LNC por 2 h. Na sequéncia, as laminulas foram removidas, lavadas com PBS e
observadas em microscopio de fluorescéncia com excitacdo multifotdnica. As
imagens revelaram que o uso de PCL ligada a roB no preparo das LNC
conferiu a elas uma emissao de fluorescéncia forte e estavel, podendo o seu
uso ser estendido a outros estudos in vitro que demandem o uso de

marcadores fluorescentes.

2.6.2. Mecanismos de captacéo

Os mecanismos pelos quais uma célula capta uma nanoestrutura variam
de acordo com varios fatores, como o tipo de célula, tamanho da particula, sua
composicdo e carga de superficie (IVERSEN; SKOTLAND; SANDVIG, 2011;
HUHN et al., 2013).

Embora o tipo de célula seja o fator determinante para a eficiéncia com
que as nanoparticulas sao captadas, varios autores demonstraram que seu
tamanho também exerce influéncia na extensdo da captacdo. Particulas entre
20 e 50 nm seriam mais captadas que particulas menores ou maiores que
estas (IVERSEN; SKOTLAND; SANDVIG, 2011; SHANG; NIENHAUS, 2014).
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Alguns estudos, por outro lado, demonstram que a captacdo de particulas entre
100 e 200 nm também ¢é eficiente (WIN; FENG, 2005; HILLAIREAU;
COUVREUR, 2009).

Considerando que a superficie celular apresenta uma carga negativa,
seria esperado que particulas com carga positiva fossem mais captadas que
aguelas com carga negativa. Isso é real para algumas linhagens celulares
como as Hela, mas ndo o é para as células HEK, por exemplo (FROHLICH,
2012; IVERSEN et al., 2011).

Os mecanismos de captacao diferem bastante em células polarizadas e
nao-polarizadas, sendo que, nas primeiras, a face apical pode captar particulas
por mecanismos diferentes em relacdo a face basolateral (HILLAIREAU;
COUVREUR, 2009).

A endocitose € o processo pelo qual uma célula capta macromoléculas e
substancias particuladas. De forma simples, o material a ser ingerido é
circundado por uma porcdo de membrana plasmética, formando a vesicula
endocitica. Os principais mecanismos de endocitose estdo representados na

Figura 1.

Y08 proteoglicanos
clatrina
caveolina
actina
skl

; microtibulos

Figura 1. Esquema dos principais mecanismos de endocitose. A = macropinocitose; B =
endocitose dependente de clatrina; C = endocitose dependente de caveolina; o circulo amarelo
representa um lisossomo (Adaptado de ADLER, LEONG, 2010).
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A fagocitose é usada para a captacao de particulas maiores que 500 nm.
A vesicula resultante, o fagossomo, pode ter um tamanho maior que 250 nm de
diametro. Depois de formado, o fagossomo segue para os lisossomos, havendo
a fusdo entre as membranas para formacao do fago-lisossomo e digestao do
material fagocitado. Qualquer material que n&do possa ser degradado
permanece nos lisossomos, formando o0s corpos residuais que podem
posteriormente ser exocitados (ALBERTS et al., 2010).

As células fagociticas possuem, em sua membrana, receptores que
devem ser ativados para que a fagocitose ocorra. Uma vez ocorrida a ativacao,
desencadeia-se a polimerizacdo da actina por GTPases da familia Rho,
permitindo a formacao dos pseudopodos que envolverdo o micro-organismo ou
material a ser fagocitado. Para fechar o fagossomo, a PI 3-cinase promove a
despolimerizacao da actina (ALBERTS et al., 2010).

O mecanismo de endocitose melhor conhecido é o mediado por clatrina
ou endocitose dependente de clatrina (EDC). Vérios nutrientes e receptores
envolvidos em mecanismos de transducéo de sinal, como LDL e transferrina,
sao internalizados por este processo. As fossas revestidas de clatrina ocupam
cerca de 2% da éarea total da membrana plasmatica. O tempo de vida destas
estruturas é curto: em pouco mais de um minuto ela é formada, invagina-se e
destaca-se para formar uma vesicula revestida de clatrina. Além da clatrina, as
vesiculas séo revestidas por uma segunda camada de proteinas adaptadoras
AP-2, que ligam o revestimento de clatrina & membrana e aprisionam também
varias proteinas transmembrana, que incluem os receptores que se ligam a
molécula-carga. A ligacdo das proteinas adaptadoras com fosfoinositideos
auxilia no controle dos eventos de trafego celular. A medida que a vesicula de
clatrina se forma, proteinas citoplasmaticas sollveis como a dinamina formam
um anel ao redor do pesco¢o de cada vesicula. A dinamina, ainda, recruta
outras proteinas que auxiliam no dobramento da membrana no ponto do
pescoco da vesicula, alterando a composicéo lipidica ou torcendo a bicamada.
O endossomo recém-formado segue para o encontro dos lisossomos por via do
transporte por microtibulos (ADLER; LEONG, 2010; ALBERTS et al., 2010).

A endocitose mediada por caveolina foi originalmente descrita como o
modo pelo qual os virus SV40 entram nas células. Os caveéolos séo

invaginacdes da membrana plasmatica, no formato de um frasco, com cerca de
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50 a 80 nm, revestidas por caveolina-1. Estdo presentes na membrana
plasmatica de quase todos os tipos de célula e se formam a partir de
microdominios da membrana  plasmatica ricos em  colesterol,
glicoesfingolipideos e GPIs, proteinas de membrana ancoradas por
glicosilfosfatidilinositol. As caveolinas, unidades estruturais dos caveéolos, séo
proteinas integrais de membrana que possuem uma al¢a hidrofébica no lado
citosolico da membrana, mas ndo se estende através desta. Uma vez
endocitado, o material fica retido em uma vesicula rodeada pela membrana
caveolar, de natureza lipidica, estabilizada pelas caveolinas. Os caveéolos
destacam-se da membrana celular com ajuda da dinamina e, segundo alguns
autores, podem entregar seu conteudo para compartimentos semelhantes a
endossomos, formando o caveossomo. Estudos mais recentes, no entanto,
concluiram que os caveossomos sao, na verdade, um artefato em células que
superexpressam constructos de caveolina-1, devendo o uso do termo ser
abandonado. Alguns estudos consideram que as vesiculas internalizadas por
mecanismos caveolina dependentes ndo passariam pelos lisossomos (ADLER;
LEONG, 2010), sendo entregues diretamente no reticulo endoplasmatico. Por
outro lado, outros autores consideram que as vesiculas se fundem
normalmente com endossomos acidificados capazes de transferir o material
para os lisossomos (IVERSEN et al., 2011).

A macropinocitose é o mecanismo predominante na captacao de fluidos
e solutos que rodeiam a célula. Todas as substancias presentes no fluido sédo
captadas por ondulagbes da membrana celular guiadas pela actina. Ao
contrario dos fagossomos, as vesiculas pinociticas sdo menores, com cerca de
100 nm de diametro que podem evitar a fusdo com os lisossomos, evitando a
degradacdo de seu conteudo interno (ADLER; LEONG, 2010).

Para avaliar os mecanismos de captacao celular sdo utilizadas técnicas
de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET), microscopia confocal e
inibidores de vias de captacéao.

Os primeiros estudos de mecanismo de captacao realizados ha mais de
20 anos utilizavam meios pobres em ions potassio ou incubagdo com sacarose
hipertonica (0,45 M) para bloguear a EDC e demonstrar a existéncia de
diferentes mecanismos de captacdo. Mais tarde, comprovou-se serem métodos

agressivos para as células, pois a deplecdo de K* leva a inibicdo da sintese de
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proteinas e de DNA, leva a mudancas no fluxo de ions e pH interno da célula e
causa despolarizacdo da membrana celular. Alta concentragcdo de sacarose,
por sua vez, pode afetar outros mecanismos de transporte, chegando a inibir
completamente a captacdo em fase fluida (macropinocitose) em fibroblastos
(IVERSEN et al., 2011).

Na microscopia eletronica, a marcacdo da membrana com vermelho de
ruténio é essencial para definir se vesiculas verdadeiras sdo observadas ou se
sdo apenas invaginacdes ainda conectadas a superficie celular. O tamanho
das vesiculas contendo as particulas endocitadas € um importante indicativo do
mecanismo de captacdo envolvido. Em geral, vesiculas maiores, obtidas apos
um curto periodo incubagdo indicam um mecanismo de macropinocitose
(IVERSEN et al., 2011; KHANDELIA et al., 2013).

Na microscopia confocal os mecanismos de captacdo sdo sugeridos
baseados em colocalizagdo com marcadores celulares fluorescentes ou com
substancias cujo mecanismo de captacao ja seja conhecido. A toxina do colera,
captada por cavéolos, e o glicoesfingolipideo lactosilceramida, captado por
cavéolos e captacdo dependente de balsas lipidicas, sdo exemplos de
substéancias utilizadas nestes estudos. No Quadro 1 estdo apresentados alguns
dos marcadores empregados para a colocalizacdo de nanoparticulas
(IVERSEN et al., 2011)

Quadro 2: Marcadores utilizados em estudos de colocalizagdo em microscopia

Marcador Compartimento celular localizado

confocal

Caveolina Cavéolos

LDL Vesiculas de clatrina

Transferrina Vesiculas de clatrina e endossomos
LysoTracker " Lisossomos

TGN46 Trans-Golgi

Adaptado de TORGERSEN et al., 2001.

A principal critica a esses estudos é que o marcador utilizado pode ser

captado por diferentes mecanismos simultaneamente, o0 que pode levar a
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interpretacdes equivocadas (TORGERSEN et al., 2001). Além disso, limitacdes
na resolugdo tornam dificil concluir se a nanoestrutura estd aderida a
membrana celular ou efetivamente internalizada, como também assegurar que
as estruturas em estudo estdo efetivamente colocalizadas ou apenas muito
proximas entre si. Uma falsa colocalizacdo pode ser facilmente obtida se areas
continuas de fluorescéncia sédo sobrepostas com spots do outro marcador.

Os inibidores farmacologicos séo frequentemente usados para investigar
0 mecanismo de trafico celular responsavel pela captacédo de nanoparticulas. A
azida de sodio (AZD) depleta todos os mecanismos de transporte dependentes
de ATP. Trata-se de um potente inibidor da fosforilagdo oxidativa, por bloquear
a citocromo c oxidase e a ATP hidrolase (BOWLER et al., 2006).

A amilorida (EIPA) blogueia a macropinocitose por baixar o pH
submembranar (pH citosélico na regido préxima a membrana plasmatica) e
evitando a sinalizacdo por Racl e Cdc42. Outro possivel inibidor para este
mecanismo € a citocalasina D, que inibe a polimerizacdo da actina. Tem como
desvantagem nao ser eficaz em algumas células aderentes (IVERSEN et al.,
2011).

Para a inibicdo da endocitose mediada por clatrina, um dos possiveis
inibidores é a clorpromazina, que atua inibindo a GTPase que corta as
vesiculas da membrana. O 6xido de fenilarsina (FeAso) € um arsenito trivalente
capaz de se ligar a multiplos alvos celulares, entre eles a GTPase-Rho e
tirosino-fosfatases reguladoras do citoesqueleto, perturbando a EDC por esses
dois mecanismos (HARUSH-FRENKEL; ALTSCHULER; BENITA, 2008).

A metil-beta-ciclodextrina (CD) inibe tanto processos dependentes
quanto independentes de clatrina, incluindo a macropinocitose, formando
vesiculas pequenas, por depletar o colesterol. Este processo pode levar ao
extravasamento de liquidos e até a destruicdo da membrana celular, razéo pela
qual é necessario verificar a integridade das células durante o estudo. Uma
entrada excessiva de ions calcio na célula, por exemplo, poderia ativar
quinases e fosfatases calcio-dependentes e alterar profundamente o
metabolismo celular (HARUSH-FRENKEL; ALTSCHULER,; et al., 2008).

A filipina 1l (Flll) e a nistatina também interagem com o colesterol,
afetando, desta maneira, mecanismos de transporte independentes de clatrina.

Ambas séo toxicas e seu uso deve ser cuidadosamente avaliado. A genisteina



45

€ um inibidor de varias tirosino-quinases e também capaz de inibir a formacéo
de vesiculas do virus SC40 mediada por caveolina, porém, ndo pode ser
considerada um inibidor seletivo para esta via de captacdo. Ha relatos de que a
genisteina inibiria a F-actina e atuaria em receptores que necessitam da
fosforilacdo da tirosina envolvidos na EDC (HARUSH-FRENKEL,;
ALTSCHULER,; et al., 2008; IVERSEN et al., 2011).

A azitromicina (AZT) bloqueia a endocitose em fase fluida por interagir
com receptores de transferrina e auxilia na investigacdo de processos de
endocitose independentes de clatrina (TYTECA et al., 2001).

A avaliagdo da captacao celular de nanoestruturas pode ser realizada
em células alteradas geneticamente para suprimir a expressao de
determinadas proteinas envolvidas nos mecanismos de transporte. A
expressdo de uma proteina mutante, no entanto, pode resultar numa
concentracdo maior que aquela observada em células normais e levar a
interagbes de baixa afinidade entre os ligantes, ndo observadas em células
normais. Alguns exemplos de proteinas nocauteadas para estudar a endocitose
séao (IVERSEN et al., 2011):

» AP180: necessaria na nucleacao das vesiculas revestidas por clatrina na
membrana plasmatica, com isso sendo utilizada para estudo da EDC

» Caveolinas: podem estabilizar receptores nos cavéolos e a membrana
celular fora destes. Pode regular, ainda, outros mecanismos endociticos

« Cdc42: GTPase da familia Rho, estd envolvida nos processos de
endocitose, fagocitose e macropinocitose

* Dinamina: GTPase importante para a cisdo da membrana, envolvida em
varios mecanismos endociticos

* Racl: reguladora da endocitose mediada por RhoA e macropinocitose,

interfere na polimeriza¢ao da actina no citoesqueleto

O tratamento com RNA interferente (RNAI) pode resultar em alteracdes
celulares nédo desejadas e trazer modificacbes nao relevantes para a proteina-
alvo. A inibicAo de um mecanismo endocitico pode exacerbar outras vias de
captacdo, dificultando a conclusdo de qual mecanismo é responsavel em maior

extensdo para a captacdo da nanoestrutura em estudo (IVERSEN et al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo geral

Avaliar a captacdo de nanocapsulas de nucleo lipidico e nanoparticulas

de proteina de algodao em células MCF7.

3.2.Objetivos especificos

* Obter e caracterizar nanoparticulas de proteina de algodéo;

* Investigar o mecanismo de formacdo das nanoparticulas de proteina de
algodao;

» Verificar o efeito da incubagdo das nanoparticulas de algodéo sobre a
viabilidade celular em células fagociticas (macréfagos) e ndo-fagociticas
(MCF7);

* Avaliar qualitativamente e quantitativamente a captacdo celular das
nanoparticulas de proteina de algoddo de das nanocapsulas de nucleo
lipidico nas células MCF7;

* Propor mecanismo de captacao para ambos os tipos de particulas em
células MCF7.
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