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RESUMO
DA SILVA, Luiz Claudio Rodrigues Pereira da SiNZesenvolvimento e caracterizacdo de
nanoparticulas polissacaridicas com atividade anttagulante Rio de Janeiro, 201Zese
(Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdadeadnacia, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.
Durante os ultimos anos, 0 setor das ciéncias aegnticas tem exibido interesse
especial na aplicacdo de nanoparticulas (Np) pdbee para a liberacdo de moléculas

bioativas. Diversos estudos apontam o uso de @um&éoqQT) e alguns polissacarideos

sulfatados para a producao de nanossistemas, deen@presentar atividade anticoagulante.

O objetivo do trabalho foi produzir e caracterikfgr através da combinacéo de sulfato
de condroitina (SC) ou fucoidan (FC) com quitosaAa. Np foram caracterizadas por
espalhamento dinamico de luz (DLS), determinacaopaolencial zeta (PZ), microscopia
eletrbnica de transmissédo (MET), espalhamento ids-Ma a baixo angulo (SAXS), perfil de
separacao por centrifugacdo e medidas de mucoatieisy Além destes, foram realizados
testes biologicos de determinacéo de atividade@adulante, citotoxicidade e permeabilidade

em monocamada de células Caco-2.

Os resultados de DLS, PZ e MET mostraram-se sgifigia em relagdo ao didametro
médio de particula, carga superficial e formatspeetivamente. A solugdo de FC néo afetou o
tempo de coagulacdo comparada as nanoparticul& dasFquais aumentaram esse tempo em
duas vezes, mesmo em concentracdes reduzidass TEsteitotoxicidade e permeabilidade
exibiram, respectivamente, efeito ndo toxico asllasle maior permeabilidade de Np em

relacdo a solucéo de FC.

Nesse trabalho Np de FC foram preparadas, exibaitio viabilidade para terapia

anticoagulante via oral, quando comparadas cong&esude FC.

Palavras-chave: nanoparticulas, condroitin sulfatmidan, aPTT, células Caco-2.



ABSTRACT
DA SILVA, Luiz Claudio Rodrigues Pereira da SiNRreparation and characterization of
polysaccharide based nanoparticles with anticoaguh activity. Rio de Janeiro, 2012.

Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Fadelde Farmécia, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

During the last years, pharmaceutical sciencesbéximterest in the application of
polymeric nanoparticles (Np) for bioactive moleaukelease. Many studies of nanosystems
formation are focusing on chitosan and some sulfggelysaccharides which can show

anticoagulant activity in some cases.

The aim of this study was to produce and charasdxp using chondroitin sulfate
(CS) or fucoidan (FC) combined to chitosan (CT). Wgre characterized by dynamic light
scattering (DLS), zeta potential (ZP) determinatidransmission electronic microscopy
(TEM), small angle X-ray scattering (SAXS), sep@anat profile by centrifugation and
washability measurements. In addition, biologicegts were performed by anticoagulant

activity assay, citotoxicity and permeability tegtsng Caco-2 cells monolayer.

DLS measurements, PZ determination and TEM showésdfactory results of mean
diameter, superficial charge and shape, respegti¥ solution did not affect coagulation
compared to FC Np, which increased it up to twatfelven at a lower concentration.
Citotoxicity and permeability tests exhibited, resfively, no toxic effect on cells and higher

permeability of Np2 than FC solution.

In this study Np containing CT and FC were predahowing high feasibility to oral

administration in anticoagulant therapy in compario FC solution.

Keywords: nanopatrticles, chondroitin sulfate, fulemi, aPTT, Caco-2 cells.
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1 INTRODUCAO
1.1 HEMOSTASIA E DOENCAS CARDIOVASCULARES

O sistema sanguineo € o responsavel pelo transpertxigénio e nutrientes para os
tecidos, além de controlar o extravasamento dddtjisolutos, hormonios e macromoléculas
para os tecidos. Para que o sangue circule normeragravés dos vasos € necessario que ele
esteja na forma fluida, livre de coagulos, mastqo#ém tenha a capacidade de interromper
0 sangramento, caso haja uma injaria vascular. Auteacdo dessas funcbes em perfeito
funcionamento é chamada de hemostasia (DAVIE, FAMRK & KISIEL, 1991; FURIE &
FURIE, 1995; ANDREWS & BERNDT, 2004). Esse estadmfogico é fundamental para o
organismo humano, pois a perda de quantidades fisggivias de sangue, em um
extravasamento vascular, e a interrupcdo do fllmgineo, no caso de um quadro de
hipercoagulacdo, ndo permitem a manutencdo doileduoilda coagulacdo sanguinea. A
desregulacdo de determinados inibidores de pratease sangue pode prejudicar a
hemostasia, levando a trombose, onde h& a forngatatdgica de um tampao hemostatico,
composto por um agregado de células anucleadasdbsc(plaquetas) e cadeias poliméricas
de fibrina, no interior do vaso sanguineo, na atiaéte sangramento (DAVIE, FUJIKAWA
& KISIEL, 1991; FURIE & FURIE, 1995; ANDREWS & BERDIT, 2004; MELO, 2005;
MANN et al, 2006).

1.2 COAGULACAO E TROMBOSE

As plaquetas atuam no controle do sangramento quacaire uma injuria na parede
vascular e as células endoteliais rompidas expdemmataiz extracelular. O agregado de
plaquetas ativado, trombo, acelera o inicio daatasde coagulacdo levando a estabilizagédo
do coagulo pela fibrina (ANDREWS & BERNDT, 2004).

O sistema de coagulacdo pode ser representadaganmogramas bifurcados em duas
vias, as quais convergem a um ponto comum em uim m@mento dos eventos sequenciais
da coagulacdo. Essa cascata, composta de sege#lg#es enzimaticas (representada na
Figura 1), onde participam diversos fatores plamositda coagulacdo, culmina na formacéo

de trombina, a qual provoca a reacéo final da toamacao de fibrinogénio em mondmeros



2

de fibrina. Estes, por sua vez, se complexam arale reacOes eletroliticas, formando
polimeros de importancia vital na formag¢do do c@@AIDAVIE, FUJIKAWA & KISIEL,
1991).

Fator Xa
;mm‘:‘;’ Injiria Vascular
Via Intrinseca .
1a in Fator [Na '
Trombina I'atnr Tecidual
@ Faior VIIa I'atur I Fatur v
Fator Tenuiual
Fator Te:uiual
Fator Xla . .
Fator X Via Extrinseca
m
Fator IX Fator [Na Fator IX
Fator VIIIa
Ca?- FL
Ca’- L
. o X
FatorX Fator VIIT Fator Xa Fator X

Fator Va
Cal- L

Fator Xa
Cat-FL

Frotrombina Fator ¥

Fator XIT

! Fator XIIa

Fibrina (reticulado)

Cat-
Fibrina

Fibrinogénio

Figura 1: Sistema de coagulacdo. Adaptado de DBujkkawa & Kisiel (1991).



A formacéo de fibrina em excesso dentro dos vaangusneos causa a oclusdo dos
mesmos levando a trombose. Essencialmente, asepg@qpossuem o0 mesmo papel na
formacdo de trombos nas condicdes fisioldgicas amrthemostase) e nas condicbes que
levam ao surgimento de doencas tromboticas, comendgr parte dos problemas
cardiovasculares. Além disso, as plaguetas promowgeracdo dos leucocitos com as
paredes vasculares, contribuindo para o desenvehtonda placa ateroscleroética, que pode,
eventualmente, originar eventos tromboticos (ANDRESBERNDT, 2004).

Muitos desses pacientes apresentam condi¢cdesasliblvias que levaram ao evento
trombatico, sendo de 50 a 80% dos individuos portdde alguma deficiéncia (hereditaria
ou adquirida) nas proteinas plasmaticas envolvidasoagulacdo ou nas plaquetas. Algumas
das condicdes clinicas que elevam o risco de dekemento de trombose arterial ou venosa
e tromboembolismo estdo apresentadas na Tabel€K @KAPLAN, 1998).



Tabela 1: Condic¢des clinicas que levam ao desemvehto de trombose.

Condicdes clinicas Condicdes clinicas Falhas proteicas /
arteriais venosas plaquetéarias
Aterosclerose Cirurgia geral Plasminogénio
Tabagismo Cirurgias ortopédicas Fator XII
Hipertensao Artroscopia Proteina C

Inibidor do ativador de

Diabetes mellitus Trauma o

plasminogénio
Hipertrigliceridemia Obesidade Co-fator Il de hepar
Historico familiar positivo Sepse Proteina S
] _ _ Sindrome de plaquetas de
Falha no ventriculo esquerdo Veias varicosas _
Sticky
Anticoncepcionais orais Anticoncepcionais  ®rai Antitrombina
Estrogénios Estrogénios Sindrome antifosfolipideo

Adaptado de Bick & Kaplan (1998).

1.3 MOLECULAS COM ATIVIDADE ANTICOAGULANTE

Dentre as diversas estruturas estudadas e utdizpdea tratamento da trombose,
podemos citar uma classe de macromoléculas, osspoérideos sulfatados (PS), presentes
em muitos tecidos animais e vegetais (algas), m@uma grande variedade estrutural de
natureza polianiénica, devido a presenca de édtierssifato e, em alguns casos, de residuos
de &cido hexurdnico. Estas estruturas poliméridasabundantes em tecidos de vertebrados,

onde se apresentam sob a forma de glicosaminogicados organismos invertebrados,
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podem ser encontrados PS simples de estrutura Bneaidades oligossacaridicas repetitivas,
ou como polimeros ramificados de estrutura maispbexa (MOURAOet al, 1996; MELO,
2005).

A heparina, por exemplo, um glicosaminoglicano cmatgulante, € um agente
terapéutico de referéncia usado na profilaxia tarmanto da trombose. Os agentes inibidores
de agregacdo plaquetéaria (aspirina, por exemplry anticoagulantes, como a heparina e a
varfarina, possuem limitacBes consideraveis noussy ainda que tenham proporcionado
extraordinario progresso no tratamento de doemrpasbbembolicas. Dentre as limitacdes
encontradas podemos destacar as complicacdes as@ hemorragia. A necessidade de

monitoramento laboratorial continuo com o uso dealiea ou varfarina é, também,

considerada uma desvantagem no tratamento comsegsancias (HIRSEt al, 1998)

A heparina néo fracionada (HNF) e seu derivadoaieobpeso molecular, heparina de
baixo peso molecular (HBPM), sdo os anticoaguladee®scolha quando é necessario um
rapido efeito anticoagulante, por conta da acadaimt@ da via intravenosa. Ambos os tipos
de heparina sdo administrados em baixas doses afdaxia primaria e tratamento de
trombose venosa. A HNF possui limitagbes farmaa@iias, as quais ndao sdo compartilhadas
pela HBPM. Este fato limita a HNF ao uso hospitalaor conta da necessidade de
monitoramento e ajuste continuo da dose, de acoodo a resposta de cada individuo.
(HIRSHet al, 1998).

Por outro lado, formula¢cdes contendo HBPM podem usdizadas fora do regime
hospitalar, por serem administradas via subcut@edo necessitarem de monitoramento
continuo, como a HNF. Embora a HBPM apresente indsneantagens diante da HNF, ainda
assim, € uma molécula de origem animal, podendwrrdir doengcas quando usadas em
humanos. Além disso, assim como a HNF, causa o rdonud tempo de sangramento
durante o uso continuado e néo possui regularidadeamanho de cadeias, por conta dos
diferentes protocolos de fragmentacdo de hepadaasando variabilidade de respostas
terapéuticas (HIRSIHdt al, 1998).

Diante dos problemas relacionados ao uso dos agtitantes citados anteriormente,
torna-se importante a busca por alternativas deobeaiisto, que apresentem seguranca e

eficacia. A recente descoberta de polissacaridetisoagulantes de origem vegetal e sua
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incorporagao em formulacdes de tecnologia avangadam representar uma nova opgao no

tratamento e profilaxia de disturbios pro-coagudant

Dessa forma, os problemas originados pela extrdgd®S a partir de animais que
apresentem doencas que comprometam a segurancadicamento; a auséncia de niveis
plasmaticos adequados de PS apoOs administracamraliz o alta taxa de depuracédo apés
administracao intravenosa, poderiam ser contornedwsa formulacdo de PS com atividade

anticoagulante em sistemas nanomeétricos.

1.4 SISTEMAS NANOMETRICOS DE LIBERACAO DE MOLECULAS
BIOATIVAS

Atualmente, a nanotecnologia € um campo em rapigeansao devido ao suporte
multidisciplinar académico em setores publicos waplos. Dentre as areas inseridas na
nanotecnologia podemos citar os processos e ferd@mem nanoescala, nanomateriais,
nanodispositivos, nanosistemas, normas para us@mlatecnologia e estudos sociais sobre
riscos e beneficios da nanotecnologia. Ela desemapem papel importante nas terapias do
futuro através dos nanosistemas de liberacdo detcmlak bioativas, que podem ser
administrados por via intravenosa, sem entupimeatagulhas e capilares, por conta dos seus
tamanhos subcelulares (KOO; RUBINSTEIN; ONYUKSEDQ2) ou administradas via oral
(GOLDBERG, GOMEZ-ORELLANA, 2003). Atualmente, exdsima “corrida” cientifica em
busca do desenvolvimento e caracterizacdo de sistel® liberacdo de ativos com perfil
farmacocinético e propriedades biofarmacéuticagisdé&sse cenario, sustentado no conceito
da vetorizacdo de farmacos, foi desenvolvido coobjetivo de gerar sistemas capazes de
distribuir terapeuticamente a molécula biologicaraeativa no local de acdo sem afetar os
orgaos e tecidos saudaveis (PINTO-ALPHANDARY; ANONMENT; COUVREUR, 2000).
Embora haja diversas linhas de pesquisa em torecsidtemas de liberacdo sustentada de
moléculas bioativas, a maioria destes ndo apresedts as caracteristicas necessarias e
desejaveis de um nanosistema ideal (BRAYDEN, 28@3); RUBINSTEIN; ONYUKSEL,
2005).

Existem diversos tipos de nanosistemas de libeyalgidre eles temos: os lipossomas,

dendrimeros, nanoemulsdes, nanogéis, nanopartilipildicas ou poliméricas. Todos esses
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sistemas podem apresentar caracteristicas desgjpaea 0 direcionamento de uma molécula
bioativa, como: aumentar sua biodisponibilidade gdeterminada via de administracéo,
aumento do tempo de circulagdo sanguinea, mellaofarmacocinética voltada aos alvos,
elevando a eficacia do tratamento; reduzir os afermdversos por conta do acumulo
preferencial em locais especificos, provocando dsaigoncentracdes em tecidos sadios;
liberacdo direcionada aos tecidos tumorais e irdthos, visto que essas patologias exibem
espacamentos entre células dos capilares sanguite@ores do que o normal; direcionar o
ativo, aumentando o indice terapéutico e diminuiadodoses necessarias para que haja o
efeito esperado; aumentar a solubilidade aquoseondgostos hidrofébicos, possibilitando
administracdo parenteral; aumentar a estabilidadenth variedade de agentes terapéuticos,
como pequenas moléculas, peptideos e oligonuctastidervir como alternativa aos veiculos
farmacéuticos existentes, pois sdo nanosistemapasios de biomateriais, apresentando
biocompatibilidade e biodegradabilidade. (KOO; RNBTEIN; ONYUKSEL, 2005;
MOHANRAJ & CHEN, 2006).

Os sistemas de liberacdo, também denominados deesetle liberacdo, podem ser
classificados em diferentes geracdes de acordo ssara mecanismos de direcionamento,
estruturas e vias de administracdo. Os de pring@@acdo sdo aqueles que liberam a
substancia no tecido alvo, sendo necesséria undevéaministracdo especifica, dependendo
do local de liberagdo. Como exemplo, temos as méfevas e microcapsulas para
quimioembolizacdo. Os de segunda geracdo incluposdomas e nanoparticulas (vetores
coloidais passivos), aléem dos vetores coloidai@at{nanoparticulas magnéticas, lipossomas
termo- ou pH-sensiveis). Esses vetores ndo nemmsgdé uma via especial de administragéo e
transportam o ativo até o alvo visado. Por Ultibteojos os vetores de terceira geragdo, que
reconhecem em nivel molecular o alvo, através tleceipos monoclonais, ndo necessitando,
também, de uma via especial de administracéo (W% ROBLOT-TREUPEL, 1988).



1.5 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nanoparticulas (Np) poliméricas sdo particulas soala nanométrica, na faixa de 10 a
1000 nm (1 pm), podendo ser compostas por polimeaisrais ou sintéticos. Em
nanobiotecnologia, um farmaco ou material biologieate ativo pode estar dissolvido,
incorporado, encapsulado e/ou adsorvido ou aderdoaanoparticulas (KREUTER, 2001,
MOHANRAJ & CHEN, 2006; KREUTER, 2007). As nanopatas poliméricas podem ser
divididas em duas classes: Nanocapsulas e Nanagsfeprimeira caracteriza Np ocas, com
0 nucleo da particula sendo revestido pelo polimgetimitando de forma bem definida o
material encapsulado, onde pode estar contido umatb. A segunda classe define uma
particula esférica e sélida no interior, com umadrima@onstituida por polimero contendo o
material a ser incorporado, disperso por toda arasfe ndo sO aprisionada no nucleo
(KUMARI; YADAV; YADAYV, 2009)

As Np podem ser preparadas a partir de uma vagedadmateriais, como proteinas,
polissacarideos e polimeros sintéticos. A selecAmalterial depende de alguns fatores que
incluem: tamanho desejado de particula; propriesiagerentes ao farmaco (por exemplo,
solubilidade em agua e estabilidade); caracteaistile superficie (carga e permeabilidade);
grau de biodegradabilidade, biocompatibilidadexéctdade; método utilizado para producao
dessas nanoparticulas. Essas particulas polimériéas sido produzidas, mais
frequentemente, por trés métodos diferentes: didperde polimeros pré-formados,
polimerizacdo de mondémeros e gelificacdo ibnicaenacdo de polimeros hidrofilicos
(MOHANRAJ & CHEN, 2006).

A dispersdo de polimeros pré-formados engloba skgertécnicas, uma das mais
utilizadas é a emulsificagdo simples e evaporagiisalvente, onde um polimero e um
farmaco hidrofébico sdo solubilizados em um sokerganico (diclorometano, cloroformio
ou acetato de etila, por exemplo). Essa misturpdlienero e farmaco € adicionada a uma
solucdo aquosa contendo agente emulsificante fatonama emulsédo o/a, que € levada a
evaporacao sob pressao reduzida e agitacéo pasalaeio solvente organico (MOHANRAJ
& CHEN, 2006).

Na polimerizacdo de mondmeros, ha formacao de matioglas em meio aquoso, onde

o farmaco pode ser dissolvido no meio de polimeéimeou adsorvido as nanoparticulas apés
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a polimerizagéo ter sido completada. A suspensagpdessultante pode ser purificada, a fim
de remover os estabilizantes e surfactantes engwsgana polimerizagdo, por
ultracentrifugacdo com posterior ressupensdo daticylas em meio isoténico puro
(MOHANRAJ & CHEN, 2006).

Muitos relatos cientificos apontam para a produg&o nanoparticulas utilizando
polimeros hidrofilicos biodegradaveis como quites4QT), gelatina e alginato de sédio
(MOHANRAJ & CHEN, 2006). Em 1997, Calvo e colabarees desenvolveram um método
de preparo de nanoparticulas de quitosana porfigatgio idnica. Essa técnica envolveu a
adicdo de duas fases aquosas, uma delas conteitdsaga (polication) junto com um co-
polimero (6xido de etileno) e a outra contendo bapwmn, tripolifosfato de sodio. Dessa
forma, as cargas positivas dos grupos amino dasgnf interagiram com o tripolifosfato
carregado negativamente, formando coacervatosixeada nanémetros. Os coacervatos sao
formados como resultado da interagdo eletrostaitae duas fases aquosas de cargas
opostas, enquanto que a geleificacdo ibnica enwtvansicdo do material liquido para o gel

devido as interacfes de cargas em temperatura a@i{@ALVO et al, 1997-a).

1.6 BIOMATERIAIS

Tanto os polimeros sintéticos quanto os polimeno$ddicos (naturais) tém sido
extensivamente estudados como materiais biodegmsdd biodegradacdo de biomateriais
poliméricos envolve clivagem de ligacdes suscetjvé@vando a erosdo do polimero.
Dependendo do modo de degradacédo, os biomateakiséoicos podem se classificados de
acordo com o processo de degradacao, enzimétitodonlitico ndo enzimatico. A maioria
dos polimeros naturais sdo biodegradados enzimait@ (NAIR & LAURENCIN, 2007).

Polimeros naturais podem ser considerados comdoosateriais biodegradaveis de
primeira escolha usados clinicamente. Entretanttaxa de degradacdo enzimatica desses
polimerosin vivo varia significativamente de acordo com o local eorsg¢ encontram no
organismo e também dependendo da disponibilidadeoecentracdo de enzimas.
ModificacBes quimicas desses polimeros também padetar significativamente suas taxas
de degradacao. Polimeros naturais possuem diveantegens inerentes, como uma possivel

bioatividade, a capacidade de apresentar ligawesegeptores celulares e a susceptibilidade
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a degradacéo proteolitica disparada pelas célNlaBR(& LAURENCIN, 2007).

Muitos pesquisadores tém usado polimeros orgaegpscificos em varios sistemas de

liberacdo de farmacos por serem naturais (biocdngg} e biodegradaveis.

A quitosana (Figura 2B) é um polissacarideo lineamposto de unidades de D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina, com propidedaantimicrobianas (MUZZARELLI
& MUZZARELLI, 2005) e com carater catibnico em pkido. Esse polissacarideo pode ser
obtido a partir da quitina por meio da desacetdacém alcalis, podendo também estar
naturalmente presente em alguns fungos, como agpeléencentes aos géneidscor e
ZygomicetesAlgumas aplicacdes farmacéuticas da quitosandire@adas por problemas de
hidrossolubilidade, uma vez que esta é insolivehgoa em meio neutro, condicdo em que
enzimas fisiologicas exercem sua atividade. (Sll&tAl, 2006; RINAUDO, 2006). As suas
duas mais importantes propriedades sdo: a natgegdmica e a alta densidade de cargas
positivas em solu¢Bes acidas. Assim, consegue foom@plexos ibnicos insollveis com
espécies polianidnicas sollveis em agua, em coesligdutras ou alcalinas. Desse modo, a
QT pode reagir, por exemplo, com alginato, carbexicelulose, xantana e sulfato de
condroitina (SC), para formar complexos polielétimds (VASILIU et al, 2005; RINAUDO,
2006).

O sulfato de condroitina (Figura 2A) é um glicosangllicano encontrado nos 0sSso0s,
cartilagens e tecidos conectivos, composto de tilgalactosamina e residuos de acido
glurdnico ligados alternadamente um ao outro gaclhes 1-4 e 1-3, respectivamente. O SC é
um mucopolissacarideo acido, o que Ihe conferepacidade de formar complexos iénicos
com substancias carregadas positivamente, comexganplo, a quitosana. (Set al, 2008).
Esse polissacarideo € um glicosaminoglicano imptatdisiologicamente, presente em
grande quantidade na superficie das células e & raatracelular (LEE, HUANG & LEE,
2007). O SC em meio fisiolégico (pH = 7,4) e em anbéasico, pH até 11, consegue ser
fortemente ionizado, ja a partir de valores de gitma de 11, a dissocicdo dos grupos
hidroxil ocorre de maneira exacerbada, gerando mion&raco. Em valores de pH entre 9 e
10, o sulfato de condroitina comporta-se como ufi@pion, possibilitando a interagcdo com a
quitosana catidnica (OEFNER & CHIESA, 1994; HONOARY96; PARK & NA, 2009).

A fucana sulfatada comercialmente presente no dacgFC) (KARIYA et al, 2004;
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LI et al, 2008), extraida de algas pardiesdus vesiculos)ispossui atividade anticoagulante
por conta da potencial inibicdo da trombina pelatrambina ou co-fator Il de heparina. A
conformacao estrutural, em meio aquoso, do monomertucose, presente no produto da
extracdo de algas pardas, €é exibida na Figura (MOURAO et al, 1996; MULLOY;
MOURAO:; GRAY, 2000; BECKERet al, 2007). Em 1993, Pankter e colaboradores
sugeriram um modelo estrutural para FC, no quahdeia principal seria composta por
mondmeros de fucose unidos através de ligag§és>3) (Figura 2C ). A posi¢cao dos grupos
sulfato determinam de forma crucial a atividadecaagulante do FC. A alta atividade esta

relacionada a concentracdo de sulfato em C-2 8 @i&sulfato.

O fucoidan (FC), um polissacarideo contendo peuegmtexpressivos de L-fucose e
grupamentos ésteres de sulfato, esta presente@réin algas pardas, mas também em alguns
invertebrados marinhos, como os ouri¢os e os psmoanar. O polissacarideo foi nomeado
como “fucoidin” ap0s o seu primeiro isolamento aipae algas pardas em 1913 por Kylin.
Atualmente é chamado de fucoidan, seguindo as seggtabelecidas pela IUPAC, porém,
alguns autores ainda citam os nomes de fucanasdnaoou fucana sulfatada para nomear

esse polissacarideo.

O fucoidan preparado a partir Bacus vesiculosud encontrado na forma comercial, e
composto aproximadamente por 44% de fucose, 26%grdeos sulfato e 30% de
aminoglicose e residuos minerais €étlal, 2008).

Na ultima década o FC tem sido isolado e estudguarta de diferentes espécies por
conta da variabilidade de atividades biologica®etradas, incluindo efeitos anticoagulante e
antitrombdético, antiviral, imunomodulador, antitarhatorio, antioxidante, gastro-protetor,
dentre outros. Comparado a outros polissacaridelfatazlos, o fucoidan é amplamente
disponivel, a partir de diversas fontes de baixsta@uAssim, pode-se explicar o crescente

interesse nesse tipo de PS no desenvolvimentowtes meedicamentos.
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Figura 2: Estrutura dimérica dos polissacaridegsS@fato de condroitina; (B) Quitosana;
(C) Fucoidan. (A) e (B) Retirado de Ganza-Gonzéteal. (1999); (C) Retirado de Berteau &
Mulloy (2003).

1.7 PERMEABILIDADE INTESTINAL E BIODISPONIBILIDADEORAL

A absorcdo de farmacos, administrados oralmente, tpgto gastrointestinal (TGI) €
essencial para um tratamento por via oral eficanti@ as propriedades que influenciam o
grau de facilidade com que um farmaco pode serrabdsopodemos citar o coeficiente de
permeabilidade aparente (Papp), a taxa de disspolagéolubilidade. Estas duas Ultimas
propriedades determinam o quao rapido o componatt® farmacologicamente pode

alcancar sua concentracdo maxima no fluido int&stiRor outro lado, o coeficiente de



13

permeabilidade aparente leva em consideracdo angéape velocidade com que o farmaco
atravessara a parede intestinal e alcancaré dagigmusanguinea (YAMASHITAt al, 2000;
GOLDBERG, GOMEZ-ORELLANA, 2003; YOUDIM, AVDEEF & ABOTT, 2003; LAU

et al, 2011).

Durante a elaboracao de estratégias terapéutietigast novos farmacos e formulagées
devem exibir propriedades farmacocinéticas favasav®o se realizar testes exploratorios
sobre caracteristicas de permeabilidade, a esatdhaistematica do teste deve sempre
representar uma harmonizacdo entre velocidade tengin dos resultados e potencial de
predicdo. Para industrias farmacéuticas, a ééfasela para o primeiro caso, que fornece um
prévio entendimento sobre a biodisponibilidade dealum farmaco, rendendo informacdes
importantes para o planejamento experimental désqaraostras devem seguir testes mais
refinados (YAMASHITA et al, 2000; GOLDBERG, GOMEZ-ORELLANA, 2003;
YOUDIM, AVDEEF & ABBOTT, 2003; LAUet al, 2011).

Dentre os sistemas vitro, empregados para a predicdo de biodisponibilidadeem
humanos, as monocamadas de células Caco-2 témssadwoo modelo que produz o melhor
equilibrio entre velocidade e confiabilidade dadtds, sendo extensamente empregado para o
estudo do potencial de absorcdo oral na triagemcaledidatos a novos farmacos
(YAMASHITA et al, 2000; GOLDBERG, GOMEZ-ORELLANA, 2003; YOUDIM,
AVDEEF & ABBOTT, 2003; LAUet al, 2011).

Um dos inconvenientes de muitos estuniogitro, que examinam a permeabilidade de
farmacos, € que os procedimentos experimentaizadgids nem sempre mimetizam as
condicdes fisiologicas. Nesse contexto, em alguotasioes, o pH do tampé&o, o uso de
proteinas e co-solventes e a influéncia da camadagda sdo negligenciados. A Figura 3
demonstra as barreiras que os farmacos devem sgeavgara atingir a superficie apical de
células endoteliais ou epiteliais. Assim, fica evitt que com a utilizacéo de células Caco-2,
para a obtencdo de informagBes sobre permeabilidadérmacos através do intestino, as
condicdes experimentais apresentam similaridade casdicoes observadasn vivo
(YAMASHITA et al, 2000; GOLDBERG, GOMEZ-ORELLANA, 2003; YOUDIM,
AVDEEF & ABBOTT, 2003; LAUet al, 2011).
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TGI Caco-2
APICAL
pH:55a 6.8

pH: variavel (entre 5,5 e 7.4)
Proteinas: variavel

Proteinas: variavel
Fluxo na luz intestinal (lento)

Camada estitica 1 _--m,_-/-/ Camada de muco  ¢3m3da estitica de meio: I

i . i espessura varidavel
dedgua T s e s s TN - Microvilosidades P

—_—
Juncies celulares w
"""-—-‘____ SE— -
Epitélio celular

—_— . ,

30 a 100 micrometros :

Epitélio basa Circulagio de meio: varidvel I
Fluxo sanguineo capilar ] =T e e
pH:68a7.4 b membrana de pH: normalmente 7,4
Proteinas séricas: 4% i suporte (filtro) Proteinas séricas: varidvel
BASOLATERAL

Figura 3: Esquema comparativo entre a barreirssting in vivo e a monocamada
celular geradan vitro, pelas quais os farmacos devem atravessar pagirai circulacao
sanguinea. Adaptada de Youdim, Avdeef & Abbott @00

As caracteristicas fisico-quimicas de um deterntirfadmaco também influenciam no
seu proprio grau de permeabilidade e a via pelagpgera ocorrer a permeacéo. Essas vias
podem ser divididas em: transcelular (por difuséavas das células), por transporte mediado
por carreador (transcitose), via paracelular (plusélo através das jungdes celulares entre as
células) ou através de estruturas diferenciadasstiema linfatico, as células-M situadas nas
placas de Peyer (YAMASHIT/Aet al, 2000; GOLDBERG, GOMEZ-ORELLANA, 2003;
YOUDIM, AVDEEF & ABBOTT, 2003; LAUet al, 2011).

Diante de todos os fatos expostos anteriormenteratis-se a necessidade de investigar
alternativas para a terapia anticoagulante atual @anvestigacdo de novos polissacarideos
sulfatados com atividade anticoagulante e possickisdo destes em sistemas nanomeétricos
de liberacdo. Com isso poderiam ser observadasomeshna cinética do anticoagulante
assim como uma diminuicdo nos seus efeitos adveesogté mesmo uma terapia

anticoagulante via oral de modo eficaz e seguro.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um método de preparo de Np polisslicasicom atividade em ensaios de

coagulacdo e permeacdo em modelos epiteliaisimdésta nivel celular e tecidual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir nanoparticulas de Sulfato de condroitin#@ana (Np SC-QT),
Fucoidan/Quitosana (Np FC-QT) pelo método de gotejdao e coacervacao de

polieletrolitos;

» Determinar o diametro médio e indice de polidisp&tade das nanoparticulas

por espalhamento de luz dindmico;
» Avaliar a estabilidade nas Np através de medidgmtincial zeta,

* Investigar a composicdo dos materiais por especpis de absorcdo no

infravermelho;

» [Estudar a morfologia das estruturas por microscef@adnica de transmissao
(MET);

» [Estudar o método de separacdo das nanoparticutagsatda construcdo do

perfil de separacédo por centrifugacgéao;

* Quantificar os PS nos nanosistemas, auxiliandovakagdes quantitativas dos

testes biolégicos;

» Determinar a atividade anticoagulante do nanosesteontendo FC-QT, através

de ensaiom vitro.

« Auvaliar o percentual de mucoadesividade do naresgtanticoagulante diante

de membranas de mucina;

* Auvaliar o percentual de toxicidade do nanosistemi#E@agulante em células
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epiteliais intestinais.

* Determinar a permeabilidade do fucoidan a partir rdgmoparticulas em

monocamadas de células Caco-2 e jejunos de ratos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Equipamentos e Utensilios
Agulhas BD Precision Glife0,45X13 26GY .
Balanca analitica - Mettler Toledo AG 204.
Banho maria W.80 — Siena, Italia.
Célula de difuséo do tipo Franz - Perme§eBUA.
Detector espectrofotométrico UV/Vis — Perkin EINi86 A.
Espectrofotdmetro Infravermelho IR Prestige-21 Stumf A210045, Jap&o.
Fluxo laminar Minifluo DUE 120 — PBlinternationatalia.
Gotejador Automatico Cole-Parnier4900-00,-05 Syringe Pump.
Horiba LB-55@° Dynamic Light Scattering Nano-Analyzer.
IDO2 High Brilliance Beamline — SAXS (Grenoble, Rca)
Incubadora HF 160 WIR — Siena, Italia.
Liofilizador L101 LioTof?.
Microplate Absorbance Read#ARK ® Bio-Rad Laboratories S.r.l. Mildo, Itélia.
Microscopio Eletronico de Transmissédo FEI Morgani.
Millicell ERS-meter Milliporé® Corp., Bedford, MA, USA.
Nanosizer Malverfi
pHmetro Quimi§ modelo Q-400M.
Pipeta ajustavel- Eppendorf.
Placa de 96 pocos CELLSTAR®, Greiner Bio-8i@mbH, Frickenhausen, Alemanha.
Placa de agitacdo magnética IKE&-MAG HS7.

Placas de 12 pocos com filtros de policarbonatan@rddio-one, PBlintern., Italia.
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Seringa Descartavel Descarpaaem agulha 5 mL.
SoftwareSigmaPlot 11.0.
Sonicador Hielsch&UP-100H Ultrasonic Processor.

Ultracentrifuga Sorvall SuperSpeed RC2-B.

3.1.2 Matéria-prima, Solu¢cbes e Reagentes

Acido acético P.A. (Glacial) VETEC

Amino&cidos ndo essenciais Sigma Aldfich

Anasedan (Xilazina) Agribrands - Rio de Janeirgddr
Anfotericina Sigma Aldricfi.

Azul de dimetilmetileno- DMBDRimethylmethylene bly&igma-Aldrict?.
Borato de sédio decahidratado Métdk G.A. (Borax®).

DiaCelin —DiaMed Latino América S.A. — Minas Gerdsasil.
Cloreto de sédio P.A. — Spectrum.

Condroitin-4-Sulfato bovina, BioChemika, Flika

Dimetilsulféxido (DMSO) Sigma Aldrich, Mildo, Itélia.

Dopalen (cetamina) Agribrands - Rio de JaneirosiBra

Dulbecco’s modified Eagle’s meditMEM) Bioindustrie§), Israel.
Endothelial Cell Growth Mediurd (EGM-2), BD Biosciences, Italy.
Fucoidarde Fucus vesiculosuSigma Aldrict?.

Fosfato de potassio monobasico P.A. — Vetec.

Hidroxido de sédio P.A. — Vetec.

Hank's Ballanced Salt SolutiqhiBSS) Sigma Aldricfi.

Mucina estomacal suina tipo Il Sigma Aldffch
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Penicilina/Estreptomicina Bioindustrigdsrael.

Quitosana de Baixo Peso Molecular Sigma Aldtich

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromideeagente de MTT, Sigma AldrichMildo, Italia.
Tripsina Sigma Aldricfi, Mildo, Itélia.

DiaPlastin-E - DiaMed Latino América S.A. — Minaser@is, Brasil.

Triton 10%, Sigma Aldrich, Mildo, Itélia.
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3.2 METODOS
3.2.1 Preparo de nanoparticulas polissacaridicas

O preparo das nanoparticulas baseou-se na caagalexde dois polieletrélitos de
cargas opostas (LIUet al, 2008). Nesse meétodo, apresentou-se a quitosan@ C
polieletrdlito positivo e sulfato de condroitina fucoidan como os negativos, utilizados em
combinagdo com a quitosana. Seguindo, de forma tadi®p os métodos descritos
anteriormente por Ganza-Gonzakdzal. (1999), De & Robinson (2003), Sei al. (2008) e
Lee et al. 009), com o auxilio de seringa, agulha e gotejadbomatico, 30 mL de uma
solucdo de polieletrélito negativo (solubilizado éampé&o bérax pH 9,18 ou agua MilliQ),
foram gotejados sobre 30 mL de solu¢éo de quitosamacido acético 1% (v/v) sob agitacédo
magnética, sonicacdo e banho de gelo. A sonicagiadlizada a 100% de amplitude do
equipamento, de forma constante e sob agitacdo étiegna 700 rpm. A agulha foi
posicionada a uma distancia de 10 cm da solucaguidesana (Figura 4). Em seguida, as
dispersdes foram submetidas a centrifugagcédo peesi8,51 x g durante 30 minutos, tendo o
pelletdescartado e o sobrenadante centrifugado a 28485 2urante 30 minutos. Enquanto
0 novo sobrenadante foi separado, o respepilet dependendo da natureza da analise de

interesse, foi ressuspendido em meio adequadofiizédo.

As amostras de nanoparticulas em dispersao foraas sdilizando liofilizador L101
LioTop®. As dispersdes foram submetidas ao congelamest@mnii@neo em nitrogénio liquido

e acondicionadas no equipamento a — 60°C e 80 pHg.
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Solucdo de polieletrélito
negative ®

» Sonicagio

Gaotejador
Automatico

pPolieletrélito Positive {Quitesana)

» Agitacio Magnética

\ Eanho de gelo

Figura 4: Esquema representativo do preparo damparticulas através da técnica de
gotejamento.

3.2.2 Caracterizacao do sistema
3.2.2.1 Determinacao de Diametro Médio de Particula

As medidas de diametro médio das nanoparticuleamforealizadas no aparelho
Horiba-LB-550 e Nanosizer Malveétncom angulo de deteccdo de 90°, 100 varreduras ao
longo de dois minutos cada para cada amostra, odivei de refracdo igual a 1,330 e
temperatura de 22°C (CALVé al, 1997-a; 1997-b; AULTON, 2005; COOPER, 2005; XU,
2008). Simultaneamente as analises de distribud@odiametro médio de particula,
obtiveram-se resultados do indice de polidispaetane, que avalia a variancia relativa
(homogeneidade) dos diametros de particulas enerdép (NIST - NCL Method PCC-1
Version 1.0, 2007).
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3.2.2.2 Determinacao de Potencial Zeta (PZ)

Através desse método determinou-se a carga da neltrita acima da superficie da
particula, aferida através do software Nanosizelvéia (CALVO et al, 1997-a; 1997-b;
ANDRADE, 2008; XU, 2008). As determinacdes foranotadas com trés leituras para cada
amostra, com pH, indice de refragdo e diametro andeliparticulas previamente obtidos, para

inclusdo desses parametros no software do equippamen

3.2.2.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O estudo morfologico por MET revela os formatosamdnhos das particulas nos
campos observados, demonstrando a existéncia odenaglomerados de nanoparticulas. As
amostras foram depositadas por 5 minutos em grdeleobre de 400 mesh cobertas com
filme de formvar e previamente vaporizadas comarawb As grades foram secas com papel
de filtro e contrastadas em acetato de uranilasm®d86 por 1 minuto. Em seguida, foram
observadas no microscopio FEI Morgani operando @#\8(COOPER, 2005).

3.2.2.4 Espectroscopia de Infravermelho por Tanshda de Fourier (FTIR)

A analise por EIV revela bandas caracteristicascdogponentes de um material em um
espectro, possibilitando a identificacdo dos mesmoam determinados 0s espectros para as
seguintes amostras: QT, SC, FC, mistura fisicg @nfre QT e SC, mistura fisica (1:1) entre
QT e FC, liofilizados de Npl e Np2. Para a execu@@método foram produzidas pastilhas
de brometo de potassio (KBr), em prensa mecanioa t® toneladas de pressédo, por 5
minutos, contendo 1% do analito, previamente homegado em 300 mg de KBr com
auxilio de gral e pistilo. A pastilha foi acomodagta suporte e levada ao equipamento para
leitura e obtencédo dos espetros (COOPER, 2005g84&l] 2008).
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3.2.2.5 Espalhamento de raios-X a baixo andgaiodll angle X-ray scattering SAXS)

Com o intuito de esclarecer a distribuicdo espaiie polissacarideos nas misturas
fisicas e nas nanoparticulas, fez-se uso de umanfenta ainda pouco explorada, mas que
nos fornece resultados valiosos para o entendintmnstruturas nanoparticuladas, o SAXS
(COOPERet al, 2005). Os experimentos de SAXS foram conduzetnsGrenoble (Franca)
no EuropearSynchrotrorRadiation Facility (ESRF).

Os espectros foram obtidos posicionando-se o0 dete8AXS a duas distancias
diferentes (5 ou 1 m), com a finalidade de atingira faixa mais ampla de “q”, onde q =
(4n/))-sen 0/2), A é o comprimentos de onda utilizadoeé o angulo de espalhamento
(CHENZ et al, 2009).

Foram avaliadas somente as nanoparticulas presemtasiostra Np2, compostas por
QT e FC. Aléem dessa amostra, a mistura fisica eogredois polimeros presentes na
nanoparticulas também foi avaliada, apresentandgr@porcdo idéntica entre o0s
polissacarideos (1:1) nas mesmas concentracdés)(Alselecdo dessas amostras teve como
finalidade detectar a influéncia do processamentospnicagcdo e gotejamento, realizado no
item 3.2.1, na organizacdo estrutural das cadedimngricas, em comparacao simples

mistura fisica de duas solucdes.

3.2.2.6 Estudo de separacao de particulas poifogaigdo

As dispersdes de nanoparticulas foram centrifigyadeotacdes crescentes, onde seus
respectivos sobrenadantes de cada etapa foranifugadios a rotacdes cada vez mais altas.
As rotacdes utilizadas foram: 87,76; 548,51; 21B44936,66; 19746,67 e 28435,21 x g. Os
seis pellets recolhidos foram ressuspendidos em 500 pL de &jli®), com auxilio de
sonicador por 30 minutos. Tanto pellets ressuspendidos quanto o sobrenadante final
tiveram seus diametros meédios de particulas afenmwa construcdo grafica do perfil de

separacao de nanopatrticulas.
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3.2.2.7 Quantificacdo dos polissacarideos sulfatado

Os polissacarideos sulfatados possuem a proprieddmmplexarem com azul de
dimetilmetileno, a qual € amplamente utilizada &rdlida na rotina de quantificacdo
bioquimica dessa classe de moléculas. Esse tipordplexacao € conhecido como reacao de
metacromasia (SABISTON, ADAMS & HO, 1985; JONGal, 1989)

Os PS estudados (SC e FC) foram quantificadoséstrde reacdo de metacromasia por
complexacdo com DMB (azul de dimetilmetileno) afsde leitura espectrofotométridas
525 nm) (LEE; KUNG; LEE, 2005). Uma reta de cal@@a foi determinada com o intuito de
auxiliar a quantificacdo dos PS em algumas das dukigias aplicadas. Essa reta foi
construida a partir de solugBes preparadas comriasafimas utilizadas no preparo das
nanoparticulas. As retas de calibracédo foram aoilsts a partir da diluicdo de uma solucéo-
mae (100 pg/mL de PS em tampao fosfato pH 7,4)dilg;6es em tampéao fosfato pH 7,4
geraram concentracoes de 1, 5, 10, 20, 30 e 401g/m

A partir da regresséo linear da curva de calilwdgagerada uma equacéo (y = ax + b)
correspondente a faixa linear de absorbancia derrabsulfatado. Para a determinacdo da
concentracdo de PS presentes nas nanoparticutesfaam solubilizadas em tampéao fosfato
pH 7,4, com o auxilio de sonicacéo e agitacdo, texagdas com DMB na proporcao de 1:4 e
levadas a medicdo por espectrofotometria na redpdloz visivel § = 525 nm). A leitura de
absorbancia foi aplicada na equacdo da reta (Y daterminagcdo da concentragcdo do

polissacarideo sulfatado na amostra (x).

3.2.2.8 Medidas de mucoadesividade

Primeiramente, uma membrana foi produzida a pdetiuma suspensdo contendo 8%
de mucina estomacal suina tipo Il em tampao fogf&to6,8. A suspensdo de mucina foi
depositada sobre uma membrana plastica impermedeighitada por bordas de borracha e
submetida a secagem em capela durante 12 horaSCa 2p0s o0 tempo necessario de

secagem foram recortados pequenos discos apreserant de area.

Um aparato célula de difusdo do tipo Franz commpastimento doador modificado,

como descrito por Bonferoni e colaboradores (1989)utilizado nesse experimento. No
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compartimento doador, o fluxo de entrada da soltep@pédo foi mantido através de seus dois
orificios, sendo regulado através de uma bombaigk ghistdo utilizada em equipamentos de
CLAE. A solucédo tampéao no orificio de saida do carmimento foi coletada em diferentes
frascos em intervalos fixos de tempo (10, 20, 30, 3D e 60 minutos). A membrana de
mucina foi posicionada entre os compartimentos oloadeceptor da célula de Franz, sobre
membrana plastica de Paraffin{impermeavel aos fluidos). A camara receptora foi
preenchida com &agua destilada, em circulacdo, cofmadidade de manter o sistema
termoregulado a 37°C. Duzentos microlitros de susi@ de nanoparticulas (200 pL) foram
depositados sobre a membrana (area = %, @posteriormente HBSS pH 6,8 a 37°C, com
fluxo de 0,3 mL/min, mimetizou a agao de lavagers fllmidos intestinais. Nos intervalos de
tempo pré-estabelecidos, cada frasco coletor tmstguido por um novo, coletando o fluido
proveniente do compartimento doador modificado. @ascos foram liofilizados,
concentrando o material coletado, e em seguida, festsolubilizado em solu¢cdo tampéo
fosfato pH 7,4 visando a quebra das nanopartieiladiberacdo das moléculas sulfatadas.
Assim, por método espectrofotométrico descrito raartmente, os polissacarideos sulfatados
foram quantificados, rendendo uma medida indiratguhntidade de nanoparticulas que nao
foram removidas pelo fluxo de tampéo sobre a memabeaque permaneceram aderidas a

membrana.

3.2.3 Ensaios Bioldgicos
3.2.3.1 Ensaios de Coagulagawitro

Esses ensaios foram conduzidos de forma adaptagdadse os métodos descrito por
Anderson e colaboradores (1976), Gulliani, Hyun i&en (1976) e Assafim e colaboradores
(2006), utilizando as amostras de nanoparticula@ HMpsolucbes de FC. A atividade
coagulante foi avaliada através dos testes de tedepoecalcificacdo (TR), tempo de
tromboplastina parcial ativada activated partial thromboplastin tim@PTT) e tempo de
protrombina —prothrombin time(PT). Tais métodos ja& se apresentam consagrados na
pesquisa cientifica e rotina laboratorial de moaiteento de atividade anticoagulante
(VALERIE, 2009).

Ratos Wistar (ambos o0s sexos) pesando entre 191D ey Zoram anestesiados com
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cetamina (100 mg/kg de peso corporal) seguido ldeira (16 mg/kg de peso corporal), por
via intramuscular, para os procedimentos cirargicbedos os experimentos envolvendo
animais foram realizados de acordo com as normaS£@BEA (Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal), Vogel e Vogel, 1998 emmittee on Animal Research and Ethics
(CARE) e aprovados Comissdo de Etica no Uso de aisimla Fiocruz — CEUA/FIOCRUZ

(032/2010). Amostras de sangue foram coletadaséatrde puncéo cardiaca (5000 pL), em
tubo contendo citrato. Os tubos com as amostrasnf@entrifugados por 15 minutos a 3000

rpm para obtencao de plasma deficiente em plaguetado mantido a temperatura ambiente.

Nos ensaios de tempo de recalcificacdo, 100 pLatena foram incubados a%&7por
1 minuto. Em seguida, adicionou-se 150 pL de amostou tampao fosfato pH 7,4 e
incubou-se por mais 2 minutos &G7A reacéo foi iniciada com a adi¢do de 50 pLIdeeto
de calcio 50 mM (previamente aquecido &G37e o tempo de coagulacdo do plasma foi
observado em segundos, através do microcoagulom@M&ELUNG, modelo KC4A,
Alemanha (GULLIANI, HYUN & LITTEN, 1976).

Para a realizacdo dos testes de aPTT, 50 pL dmplasm 100 pL de amostra e/ou
tampdo foram incubados a °87 por 1 minuto. Em seguida, 50 puL de cefalina dtiva
(BIOLAB) foram adicionados e incubados por maisi@utos a 37C. A reacéo foi disparada
com a adicdo de 100 pL de cloreto de célcio 50 miéviamente aquecido a°&) e o tempo
de coagulacdo do plasma foi observado em seguratcmyés do microcoagulémetro
AMELUNG, modelo KC4A, Alemanha (ANDERSO®t al, 1976; ASSAFIMet al, 2006).

Para a execucao do ensaio de PT, 50 pL de plasmpeesenca de 100 pL de amostra
e/ou tampéo foram incubados #B7or 2 minutos. Em seguida, a reacdo foi dispacada
100 pL de tromboplastina célcica (BIOLAB) (previartee aquecida a 8C) e o tempo de
coagulacdo do plasma foi observado em segundos/éatr@o microcoaguldémetro
AMELUNG, modelo KC4A, Alemanha (ASSAFIMt al, 2006).
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3.2.3.2 Estudos de citotoxicidade
3.2.3.2.1 Em células Caco-2

Em uma placa de 96 pocos foram semeadas 32.00@xéjpoco, em um volume total
de 200 microlitros / poco, utilizando Dulbecco’sdifeed Eagle’s médium 10% (DMEM, pH
7,40) como meio de cultura. Em seguida, os subst#lulares foram levados a incubadora a
temperatura de 37°C e 5% de L£durante 24 horas para o crescimento celular. Deiran
execucdo dos experimentos as células apresentavara-passagem 38 (KONSOULA &
BARILE, 2005).

Transcorridas as 24 horas, apos ter aspirado o deeicultura dos pocos, as células
foram colocadas em contato com as seguintes araostilacdes de FC em HBSS pH =6,8 a
500, 1000 e 1500 pg/mL; misturas fisicas entreogaita e fucoidan em HBSS pH = 6,8 nas
concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mL e Np2 emSHBS =6,8 preparadas em
concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mL. Como demasitivo foi usado HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) pH = 6,8 e como controlgatigo uma solucéo de Triton 10%.

As amostras foram mantidas em contato com as eéhda 3 horas e em seguida
aspiradas. Assim, as células foram tratadas coeagente MTT a uma concetracao de 2,5
mg/mL, adicionando-se 100 pL de HBSS pH = 7,4 @ R%le solucdo de MTT por poco. A
placa contendo as células com MTT foi incubadarpais 3 horas a 37°C e 5% de £0O
Transcorrido o tempo de incubacéo, a solucéo de fdirdspirada e as células foram lavadas
com solucdo tampéo fosfato (pH = 7,4), o qual &pido e entdo foram adicionados 100
puL/poco de dimetilsulféxido (DMSO), com a finalidadle romper a membrana celular,
permitindo a liberagcédo dos cristais de formazanméatos, gerando uma coloragéo violeta
mais ou menos intensa de acordo com o grau delidade celular. As leituras de
absorbancia dos pocos foram realizadagvionoplate Absorbance Read?IARK™, a 570
nm com referéncia a 690 nm, apds agitacdo vigalasante 60 segundos (SANDRI al,
2007; SANDRIet al, 2010).
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3.2.3.2.2 Em células endoteliais vasculares dedesrdimbilicais humanos Human
Umbilical Vein Endothelial CellfHUVEC)

Em uma placa de 96 pocos, foram semeadas 30.0@@s£épboco, em um volume total
de 200 microlitros / poco, utilizandendothelial Cell Growth Medium-@gGM-2) como meio
de cultura. Em seguida, os substratos celularesnféevados a incubadora a temperatura de
37°C e 5% de COdurante 24 horas para o crescimento celular. Deiranexecucédo do

experimento as células apresentavam-se durantesageam de numero 4.

Transcorridas as 24 horas, apoés ter aspirado o deeicultura dos pocos, as células
foram colocadas em contato com as seguintes am@ntra4): solu¢cdes de FC em HBSS pH
= 7,4 a 500, 1000 e 1500 pug/mL; misturas fisicaseequitosana e fucoidan em HBSS pH =
7,4 nas concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mp2eesh HBSS pH =7,4 preparadas em
concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mL. Como denfo utilizado HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) pH = 7,4.

As amostras foram mantidas em contato com as eéhda 3 horas e em seguida
aspiradas. Assim, as células foram tratadas coeagente MTT a uma concetracao de 2,5
mg/mL, adicionando-se 100 pL de HBSS pH = 7,4 @R%le solucdo de MTT por poco. A
placa contendo as células com MTT foi incubadamars 3 horas a 37°C e 5% de £0
Transcorrido o tempo de incubacéo, a solucéo de fdirdspirada e as células foram lavadas
com solucdo tampao fosfato (pH = 7,4), o qual &pido e entdo foram adicionados 100
puL/poco de dimetilsulféxido (DMSO), com a finalidadle romper a membrana celular,
permitindo a liberacdo dos cristais de formazanméatos, gerando uma coloracéo violeta
mais ou menos intensa de acordo com o grau delidade celular. As leituras de
absorbancia dos pocos foram realizadadvionoplate Absorbance Read®MARK™, a 570
nm com referéncia a 690 nm, apds agitacdo vigalasante 60 segundos (SANDRI al,
2007; SANDRIet al, 2010).

3.2.3.3 Ensaios de permeabilidade em monocamacd@ulas Caco-2

As suspensdes de nanoparticulas, preparadas em piB$3B, foram submetidas aos
testes de permeabilidade através de monocamaddul@scCaco-2 durante passagem 38. As

células foram semeadas sobre filtros de policatioof@@ea de 113,1 nfne diametro interno
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de 13,85 mm) em placas de 12 pocos, a uma densiéa@é x 18 células/cr.

O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, pK40) suplementado com
10% de soro fetal bovino, 1% de benzilpenicilineQUI/mL) - sulfato de streptomicina (100
png/mL) e 1% de aminoacidos néo-essenciais, fozatib como meio de cultura. As culturas
celulares foram mantidas a 37°C e atmosfera de @%r e 5% de CLe 95% de umidade
relativa. Os filtros contendo as células foram ndmst com trocas de meio de cultura,
durante 21-23 dias ap0s a semeadura, e usadosapanmedidas de resisténcia elétrica
transepitelial e experimentos de transporte (SAN&RIL., 2007; SANDREet al, 2010).

Quinhentos microlitros de amostra de solu¢cdo deo&@anoparticulas a 1000 pg/mL
em HBSS pH 6,8, preparadas como descritas no itéhi.3foram acondicionadas no
compartimento apical da monocamada de células.admpartimento basolateral, HBSS pH
7,4 (1,5 mL) foi utilizado como meio receptor. Eempos fixos a 0,5; 1; 2; 3 horas, cada
filtro e seu compartimento apical foram reposicttwssobre um novo pog¢o contendo meio
basolateral fresco. Todas as solugdes receptoras fecoletadas, liofilizadas, ressuspendidas
em 500 pL de tampao fosfato pH 7,4 e analisadas mpétodo espectrofotométrico
previamente descrito. Apds 3 horas, os compartioseapicais foram esvaziados, e seus
respectivos conteudos foram estocados para quagéifdo de polissacarideo sulfatado e
calculo de percentual de recuperacdo do analitcoéiciente de permeabilidade aparente

(Papp) foi calculado utilizando a seguinte equacao:

Papp= dQ/dt/(A- 60« Cp)

onde dQ/dt é a taxa de permeabilidade (quantidaslepalissacarideo sulfatado
permeado por minuto), A é a area de difusdo da n@nada de célulasp@ a concentracao
inicial de polissacarideo sulfatado (YOUDIM, AVDERFABBOTT, 2003; SANDRIet al,
2007; SANDRIet al, 2010). A diviséo por 60 siginifica a transforrdagda unidade de tempo
de minutos para segundos nos experimentos de pgimea

O percentual de recuperacao foi calculado segumdpiacao abaixo:
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% reCUpel’aQéO = (P§apica|+PSt3baso|atera) /PSthpica| * 100

onde P§apica| € a quantidade de polissacarideo sulfatado quengperceu no
compartimento apical ao final do experimento dengarcédo (3 h), Pgasoaeraf @ quantidade
de PS recuperado no compartimento basolaterahabdo experimento de permeacao (3 h),
finalmente, P§apica| € a quantidade de PS presente no compartimental apicinicio do

experimento de permeacao.

Durante o experimento a integridade da monocan@daddida através da resisténcia
elétrica transepitelial dransephitelial Electric ResistanceEER), em intervalos fixos
(jJuntamente com os tempos de coleta), utilizanddiddil ERS-meter (SANDREt al,, 2007,
SANDRI et al, 2010).

3.2.3.4 Ensaios de permeabilidade intestinal enmgegle ratos

Previamente a realizacdo dos ensaios foi necességgreparacao do tecido intestinal
removido de ratos Wistar-Harlan machos pesande %0 e 350 gramas. Apds 0 processo
de inducdo de anestesia aos animais, estes forenificealos de acordo com normas do
COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animalpgel e Vogel, 1998 €ommittee
on Animal Research and Ethi(GARE). Em seguida, o segmento intestinal cornedpote
ao jejuno foi seccionado e removido. Os segmentoanf cortados longitudinalmente,
formando tiras de tecido intestinal fresco, qualaiencontravam-se ricas em muco na parte

correspondente a luz intestinal.

As amostras (solucdes de PS ou suspensfes de riémdas) em HBSS pH 6,8, a
concentracdo de 1000 pg/mL, foram submetidas atestde permeacéo intestinal em células
do tipo Franz com orificios medindo 2 tra termostatizadas a 37°C. Tecidos de jejuno
frescos retirados de ratos machos pesando entre 350 g foram posicionados sobre filtro
de papel, entre os compartimentos doador e rec@atorélula de difusdo de Franz. As
amostras (500 uL) foram depositadas no compartoneéoador sobre o tecido de jejuno de
ratos. Como meio receptor, utilizou-se HBSS pH mdntendo as condi¢des sink nesse meio

durante toda a duracdo do experimento. Em intesvéibaos de tempo, 700 pL foram
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coletados do meio receptor, seguido de reposicaoHBSS pH 7,4 (SANDREt al, 2007;
SANDRI et al, 2010). Os PS foram determinados nas fragcbestadale por método
espectrofotométrico descrito anteriormente. O comfie de permeabilidade aparente foi

calculado utilizando a equacao descrita no iten832

3.2.4 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada aplicando-$este t de Student para comparacéo de
dois grupos ou One-Way ANOVA para comparacdo de & mais grupos (p < 0,05),
utilizando-se o software SigmaPlot 11.0, Systatvigk Inc. (2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 PREPARO DE NANOPARTICULAS POLISSACARIDICAS

A selecao dos polissacarideos a serem utilizaddm$eada em trabalhos anteriores que
buscaram a producdo de nanoparticulas polissam@sidb complexarem QT com diferentes
macromoléculas sulfatas. O SC ja havia sido exgtoranteriormente em forma de
microparticulas direcionadas ao encapsulamentbezalfdo de metoclopramida (GANZA-
GONZALEZ et al,1999) ou até mesmo para encapsulamento de HBPNhieroparticulas
de QT e SC (SUet al, 2008). Neste trabalho o SC foi complexado comg@iando uma
estrutura nanométrica a partir de um método maiples e com menor numero de reagentes
do que os processos utilizados por outros autdkesim, por ndo apresentar atividade
anticoagulante relevante, o uso de SC permitivaboeacdo de um modelo de baixo custo
para a producdo de nanoparticulas de fucoidan,ab apresenta um custo comercial mais

elevado do que o sulfato de condroitina.

A escolha de FC para utilizacdo neste trabalho leewmouma extensa busca
bibliografica por um polissacarideo sulfatado cdta atividade anticoagulante e que ainda
nao tivesse sido investigado em forma de nanop&ticdirecionadas para a terapia

anticoagulante via oral.

Apb6s a determinacdo de quais materiais seriam zaditis foram realizadas
investigacdes a respeito da solubilizacdo de QTaeido acético 1% e dos PS em tampéo
borax e agua MilliQ. Constatou-se que nas concgiesa de 0,05% e 0,1% esses
polissacarideos sdo facilmente solUveis nos s@sdestados. Por outro lado, a 0,2% e 0,3%,
0 polissacarideo catibnico era parcialmente sohsnib, mesmo com o auxilio de agitacdo
magnética e banho de ultrassom durante trinta msndiém disso, o aumento da viscosidade
da solucdo de quitosana nas concentracdes de 0,2/8% dificultou o preparo das
nanoparticulas, visto que o didametro da agulh&adia dificultava a passagem da solucéo
mais viscosa. Os PS apresentaram-se facilmentees®lém todas as concentracdes testadas
em ambos os solventes, tampao borax e agua MilliQ.

Dessa forma, seguindo de forma adaptada as metpa®olalescritas em trabalhos
anteriores (SARMENT@t al, 2007; SUlet al, 2008; CHENet al,, 2009; YEHet al, 2011),
que relataram concentracdes de 0,05% e 0,1% narprejle nanoparticulas polissacaridicas
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contendo quitosana, optou-se pelo uso dessas ¢oag@®s, sempre na razdo de 1:1 entre
quitosana e o polissacarideo sulfatado a ser cammbde Assim, elaborou-se uma combinagéo

de concentracdes e polissacarideos que resultardralbela 2.

As nanoparticulas resultantes do procedimento putdeser classificadas em dois
grupos (SC, FC), baseado no tipo de polimero comgte com a quitosana. Dentro de cada
grupo estdo contidas quatro amostras diferentegsendendo do solvente utilizado na

solubilizac&o do polissacarideo sulfatado, tammaxou agua MilliQ.
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Tabela 2: Combinacéo de solucdes de polissacargtaadsmpao borax, em diferentes
concentracdes, para a producédo de oito diferentgsensdes de Np.

Amostra Solvente QT SC FC
Npl Tampao Borax 0,1% 0,1%
Np2 Tampao Borax 01% 0,1%
Np3 Agua MilliQ 0,1% 0,1%
Np4 Agua MilliQ 0,1% 0,1%
Np5 Tampao Borax 0,05% 0,05%
Np6 Tampao Borax 0,05% 0,05%
Np7 Agua MilliQ 0,05% 0,05%
Np8 Agua MilliQ 0,05% 0,05%

* QT = quitosana; SC = sulfato de condroitina; F@icoidan
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Em uma avaliacdo de aspecto visual das dispergasanbparticulas observou-se que
nenhuma delas apresentava aglomerados visiveianieutas ou material polimérico em
suspensao. Todas as dispersfes apresentaram-seuvassdo que as solugdes iniciais de
polissacarideos. Aquelas que foram preparadas ta gar solucdes em concentracdes de
0,05% apresentaram-se menos turvas do que asgque dbtidas a partir de solugdes a 0,1%,

mostrando uma maior carga de nanoparticulas nestas.

Os valores de pH encontrados para os solventes;d&s e dispersdes de nanoparticulas
estdo demonstrados na Tabela 3, onde pode-se absgiy hanoparticulas produzidas com
tampdo boérax possuem pH mais alto do que aquelde égua MilliQ foi usada para
solubilizar o polissacarideo sulfatado. Assim, aousilizar 4gua MilliQ, foram obtidas
particulas em meio mais acidificado, dificultandiaeagem das nanoparticulas e remocéo da

acidez, para posterior utilizacdo em testes biotgyi

Tabela 3: Valores médios de pH dos solventes, 8elie suspensdes de nanoparticulas.

Solucéao pH

Acido acético 1% 2,90 +0,14
Quitosana (0,05% ou 0,1%) 3,00+0,14
Tampao borax 9,16 £ 0,06
Polissacarideos sulfatados em tampao borax (0,0604186) 9,10+0,14
Polissacarideos sulfatados em agua MilliQ (0,05%,er0) 6,35+ 0,02
Np (SC ou FC) em tampéao boérax 4,00+0,12
Np (SC ou FC) em agua MilliQ 2,50 £ 0,08

*n = 2; d.p. = desvio padrdo
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4.2 DETERMINACAO DE DIAMETRO MEDIO DE PARTICULA

Os diametros médios (DM) e indices de polidispatade de Npl a Np8 foram
medidos e o0s resultados estdo demonstrados Tabeleodds as amostras preparadas
apresentam diametros médios de particulas satiskt@ara a producdo de sistemas
nanoestruturados, porém, algumas amostras exibiadmnes altos de desvio padrdo entre as
réplicas, evidenciando uma baixa reprodutibilidade alguns sistemas, especialmente nas
amostras Np6, Np7 e Np8. Os valores de DM encoodrpdra as trés réplicas de Np8 foram
146,3 nm, 332,8 nm e 546,0 nm, exibindo uma faxdiémetro diferente para cada replicata,
justificando o alto desvio padrédo da amostra (ZD@yD), baixa robustez em seu preparo. Por
outro lado, os indices de polidispersividade easr&rés réplicas apresentaram-se homogéneos
e nao muito elevados (n1 = 0,197; n2 = 0,315; MB259), resultando em uma meédia de
0,257 e baixo desvio padrao (0,059).

A formulacdo Npl apresentou o menor didmetro médigarticulas (154,2 + 35,77
nm) e Np7 a maior média de didmetro médio (453,3362,48 nm), dentre os sistemas

produzidos a partir de quitosana e sulfato de aotiala.

Realizando tratamento estatistico dos valores deeldive Npl e Np7 viu-se que ndo
existe diferenca significativa entre as duas arassporém, deve-se considerar que o valor de
d.p. de Np7 é extremamente elevado, prejudicanda ocompara¢do entre as amostras.
Assim, mesmo ndo apresentando valor de p < 0,6uese Npl1 como uma melhor escolha

do que Np7, por esta apresentar alta heterogereeatdre as suas replicas.

Entre Npl e Np5 a diferenca entre o DM das amostrabém rendeu um valor de p >
0,05, e diferentemente de Np7, Np5 apresentou lwhpoentre as amostras. Com isso, Npl
foi selecionada e Np5 descartada por conta daedier significativa (p = 0,021) entre os
valores de IP das amostras, que apresentaram nui@207 e 0,109, para Np5 e Npl,

respectivamente. O mesmo ocorreu entre os valeré® de Npl e Np3 (p = 0,049).

Todas as amostras avaliadas apresentaram I[P al#ex00,265. Ordenando
decrescentemente a homogeneidade das amostras,qamblpl > Np2 > Np3 > Np4 > Np5
> Np8 > Np6 > Np7. Assim, 0s sistemas analisadagnio considerados de baixa
polidispersdo de DM, quando comparados a outrbaltras utilizando quitosana associada a
outros polimeros negativos (CHEN, ZHANG, HUANG, Z0USAI, BAI, CHEN, 2008).
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Para as nanoparticulas produzidas utilizando faegichercebeu-se que o menor
didmetro médio obtido pertence a Np2 (198,00 +88y®), enquanto que Np4 resultou no
maior DM (352,73 £ 41,46 nm).

A amostra Np2 foi estatisticamente comparada a Ng#resentando diferenca
significativa entre ambas (p = 0,009). Quando NpZbmparada a Np6 e Np8, ndo houve
diferenca significativa entre as amostras, poréssina como no caso entre Npl e Np7, a
amostra Np2 foi selecionada para dar continuidame estudos por conta de sua maior
homogeneidade de DM (menor d.p.) em relacdo a Nyi@Se

Ha uma indicacdo que as nanoparticulas produzidagarér de solucdes de
polissacarideos sulfatados a 0,1% em tampédo bdmasentaram uma diminuicdo do DM
acompanhada por menores indices de polidisperdijdguando se realiza uma comparacao
com amostras produzidas a partir de solucbes a erh%gua MilliQ. Assim, Npl e Np2
apresentaram-se como as amostras com as melhoeededaticas de didmetro médio e
polidispersividade.

De um modo geral, as nanoparticulas preparadastia gm solucédo de SC ou FC em
tampéao borax renderam melhores valores de DM eolBué as produzidas utilizando agua
MilliQ como solvente. Essa tendéncia pode ser oasker para as nanoparticulas contendo SC
comparando-se Npl e Np5 a Np3 e Np7, respectivanBata as Np de FC o0 mesmo efeito
pode ser observado comparando-se Np2 e Np6 a Np8,eespectivamente.
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Tabela 4: Resultados de diametros médios de padjcpotencial zeta e indice de
polidispersividade, por espalhamento dindmico dalhs nanoparticulas.

. o Potencial Zeta indice de polidispersividade
Amostras Diametro médio (nm) + d.p.

(mV) = d.p. +d.p.
Npl 154,20 + 35,77 + 34,50 £ 0,65 0,109 £ 0,015
Np2 198,00 + 38,84 +43,30+0,48 0,139 £ 0,019
Np3 189,63 + 17,57 +41,20+0,74 0,149 + 0,020
Np4 352,73 + 41,46 +52,50 +1,00 0,203 £ 0,011
NpS 180,90 + 63,04 +35,88+1,74 0,207 £ 0,044
Np6 269,80 + 201,78 + 35,77 £ 3,12 0,262 + 0,031
Np7 453,37 + 369,48 + 44,94 + 0,85 0,265 + 0,022
Np8 341,70 + 200,00 + 46,60 = 0,67 0,257 £ 0,059

*d.p. = desvio padrao; n =3

Segundo Gaumet e colaboradores (2008), nanopagicam menores tamanhos séo
menos susceptiveis ao sistema de fagocitose modeanu@umentando seu tempo de
circulacdo no organismo e a eficacia da liberagdaid ativo, e conseguem penetrar entre
lacunas endoteliais com maior facilidade, atingindaecidos-alvos. Isso confere uma forte
razao para a selecdo e Npl e Np2 como os sisteenbisedacdo de farmacos no lugar das
amostras com maiores DM.

Trabalhos anteriores relataram a producdo nanopkasi de quitosana com
tripolifosfato (substituinte do SC com alto grau delfatacdo e carga negativa) por
coacervacdo na presenca de co-polimeros (6xido dlietileno), onde foram obtidos
resultados de didametro médio entre 263,8 e 745,5utilizando concentragfes de quitosana
de 1 a 2,8 mg/mL e de tripolifosfato de 0,21 a OygmL (CALVO et al, 1997-a). Esses
resultados comparativos indicam que o processootigagnento feito pelo o autor, além de
apresentar maior custo final por conta dos reageegpecificos, resultaram em diametros

médios bem acima daqueles obtidos neste trabalhm os que foram exibidos na Tabela 4.
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4.3 DETERMINACAO DO POTENCIAL ZETA (PZ)

Os estudos de PZ foram conduzidos para as amd§iras Np8 e os resultados séo
demonstrados ainda na Tabela 4.

Todos os sistemas avaliados obtiveram densidaédéscas superficiais positivas. Os
valores de potencial zeta atingidos nos permitezrerdijue as Np exibem boa estabilidade
fisica, pois apresentam valores acima de 30 mV @&dulo (MULLER & HEINEMANN,
1992; ANDRADE, 2008).

A estabilidade das nanoparticulas foi observadalao“nu”, visto que durante os
experimentos as amostras eram armazenadas a t&mpexenbiente e ndao apresentavam

precipitacdo de material durante os dias de utéiaa

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Nas Figuras 5 e 6 é possivel observar as micraaeagetronicas de transmissdo de
Npl em dois campos diferentes de visualizacdo @).eNesses dois campos observados,
confirmamos a presenca de nanoparticulas com tasamis mesmas faixas de diametro
médio aferidas pela Determinacdo de Diametro Médiko Particula (item 4.2.) por
espalhamento dindmico de luz, com formatos esfrioa ovalados, sem agregados

significativos de particulas.

Magnification |Accelerating Voltage|
80 kv

Figura 5: MET de Npl (campo A), com aumento de PA@fres.



A Magnification [Accelerating Voltage

£ 89000 x 80 KV [ 200 nm———

Figura 7: MET de Np1, com aumento de 89000 vezes.

40
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Na Figura 7 pode-se observar com maior proximidadelacdo entre o tamanho da
particula e a barra de comparacdo em escala (200 sdenmodo que algumas delas
apresentam diametro abaixo de 200 nm, em comparacéscala dada. Esse resultado
corrobora, mais uma vez, com as medidas de diasnataalios de Npl por espalhamento
dindmico de luz.

O sistema Np2 também foi submetido a analise pof ®B resultado encontra-se logo
abaixo, na Figura 8. Nesta imagem pode-se obseagamn como em Npl, nanoparticulas
com formatos esféricos, regulares e na mesma fé@x@&amanho atingida por analise de
Determinacdo de Diametro Médio de Particula (itetn)40 campo observado na Figura 8
apresentou-se pouco concentrado e por esse métivuonha densidade menor de particulas na

imagem quando comparada com as imagens 5, 6 e 7.

Magnifioatién Accelerating Voltage] 1 |
36000 x 80 kV 500 nm |

Figura 8: MET de Np2, com aumento de 36000 vezes.

Foram ainda realizadas microscopias eletrOnicasratesmissdo das misturas fisicas
entre os polissacarideos (QT e SC, QT e FC), paesiigar se a nanoestrutura esférica é
encontrada somente nas amostras processadas @angaito e sonicagédo. As imagens desse
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estudo estdo demonstradas nas Figuras 9 e 10,penckbemos uma alta concentracdo de
estruturas com morfologia ndo muito bem definida, f®rmato grosseiro de “rede” ou

“malha”, sem semelhanca com as Np observadas gaski5, 6, 7, 8.

Figura 9: MET da mistura fisica de SC e QT (1:dmaumento de 8900 vezes.

Figura 10: MET da mistura fisica de FC e QT (1cbn aumento de 36000 vezes.
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4.5 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADDE
FOURIER (FTIR)

A Figura 11 demonstra os espectros de infravemmneath QT, SC, FC e respectivas
misturas fisicas e nanoparticulas. No espectroldg@dem ser confirmadas as presencas das
vibracdes de estiramento de O-H e N-H em torno406 8m'" aonde a vibragéo de — OH é
sobreposta pela da ligagdo N-H. A absorcdo doapmimto do C—H do grupo metil da
quitosana é dada em torno de 2900'cenbanda préxima de 1650 ¢morresponde & amida,
jA& em 1600 cm corresponde & vibracdo de estiramento simétricagrdpo amino. As
vibracdes de estiramento de C-O séo encontradasreende 1000 a 1100 én

No espectro do SC, pode-se confirmar a presengibdes de estiramento de —-OH e
N—H em cerca de 3400 ¢hmonde o estiramento de —OH é sobreposto pelo #e Aksim
como no espectro de QT. A absorcdo de C—H do gnaiid é dada préximo de 2900 ¢mas
vibragdes de C—O sdo encontradas em torno de T%0achanda em 1650 ¢hrorresponde
& amida; as bandas em torno de 1400 e 137D amorrem devido & juncdo da vibracdo de
estiramento de C-O e a vibracdo angular variavé)-dd, indicando a existéncia de grupos
carboxilas livres; a banda em 1250 trorresponde as vibragdes de estiramento de ligagée
S—0 (S@), esse é a banda de absorc&o caracteristicaidsgmalrideo sulfatado.

Tanto no espectro de MF SC+QT quanto no de Npl \s&galizadas bandas
caracteristicas de SC e QT. Em aproximadamente ¢280 ha o aparecimento da banda
referente ao grupo sulfato, nos espectros de SCe MIpl, porém, nesses dois ultimos ha
uma diminuicdo da intensidade. (CAL\& al, 1997-a; SUEt al, 2008). O mesmo ocorreu

para MF de QT e FC e suas respectivas nanopasgicula
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VI

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

NUmero de Ondas

Figura 11: Espectros de infravermelho da mistwiadide QT + SC (I); SC (Il); FC
(111); mistura fisica de QT + FC (IV); Np1 (V); Np/1); QT (VII).

No espectro referente a FC também observamos o onestindo de bandas encontrados
em SC, que caracterizam as vibracdes das princijgmisdes encontradas em estruturas
glicosidicas sulfatadas, incluindo bandas em tatmode 850 cih referentes as vibracdes
axiais secundarias do grupo sulfato (C—O-S), tampégsentes para SC (KARMAKARt
al., 2009).
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4.6 ANALISES POR ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ASBULO (SAXS)

Os resultados das andlises por SAXS demonstraramagualores baixos de “g” o
espectro da mistura fisica tornava-se paralel@i@as de pendéncias tipicas das estruturas do
tipo malha. Em outras palavras, o espectro a baialoses de “g” se “dobra” tendendo a zero
com uma pendéncia semelhante as pendéncias dméila ou rede, - 1,7 e - 2,5. Aq =1,
uma dimens&o caracteristica de 60 A (6 nm), oobspela mistura fisica encontra-se
novamente paralelo a pendéncia de - 1,7, tipicddstes, o que significa dizer que existem
pequenos estruturas longas e estreitas (bastdes)etora malha de polissacarideos formada
(Figura 12).

Ja para as nanoparticulas, o espectro de Np2 afgsendéncia plana quando “q”
tende a zero. Assim, pode-se dizer que Np2 es@nimada em dimensdes finitas e bem
delimitadas, como uma esfera, por exemplo. Assimococorrido nas misturas fisicas, a
distancia de 1 m também foi possivel observar esfsl condensadas no interior das
nanoparticulas, provando a existéncia de nuclea®i@densacdo em menor escala, na ordem
de algumas dezenas de angstroms (Figura 13).

A escolha do tampéao borax como solvente de pregascsolucdes de polissacarideos
aniénicos também pode ser explicada de acordo cteorea dos nucleos de condensacao,
pois a pH em torno de 9,0 as cadeias de polisslecariestariam mais distendidas pela carga
negativa excessiva. Assim, exibem maior dispowidde de interagdo com as cadeias de
quitosana carregadas positivamente, formando méiteos de condensacdo e gerando

menores particulas do que aquelas produzidas coaMijjiQ.
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q-1.7

g-1

Intensidade de luz espalhada
(unidades arbitrarias)

Figura 12: Analises por SAXS da misturas fisicaeeRC e QT.

[=]

Intensidade de luz espalhada
(unidades arbitrarias)

Figura 13: Analises por SAXS de nanoparticulaserwat FC e QT.

Desse modo, compreende-se que as hanoparticukasvdbsdas neste trabalho estéo
organizadas como uma matriz polimérica de quitosanapequenos nucleos de condensacao
de polissacarideo sulfatado espalhados, vide Figdraassim como representado para
nanoparticulas de quitosana e heparina preparamtasopcervacdo complexa por Chen e

colaboradores (2009). Nesse modelo estrtural dapdligsacaridicas percebe-se o efeito do
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pH na desprotonacdo das cadeias de QT, gerandodeswmplexacdo e liberacdo do
material sulfatado. Por este mecanismo h& a qughdual das nanoparticulas dependente do
pH.

Observando a Tabela 3 e a Figura 14 percebeu-sasgamostras preparadas com PS
sollveis em tampéo borax encontravam-se estavamadensadas apos o0 preparo, pois estao

dispersas em meio acidificado, pH = 4,0.

Matriz de QT

Desprotonagio parcial pH 7,00
das cadeias de QT  Particula intumescida
gessessinss s s PS liberado

Nucleos de condensacio
Particula ligados por cadeias de QT
condensada

5 Quitosana (QT)

<\~ Polissacarideo sulfatado [PS) i pH 7,4 AL
Particula rompida

Figura 14: Representacdo esquematica das nanopestile quitosana e polissacarideos
sulfatados com nucleos de condensacao dispersosatiz polimérica de quitosana e seu
comportamento diante de diferentes valores de pttaftado de Cheet al,, 2009)

4.7 ESTUDO DE SEPARACAO DE PARTICULAS POR CENTRIFRAGAO

Com o intuito de separar exclusivamente particnéa$aixa nanométrica (abaixo de 1
um) para a realizagdo dos ensaios bioldgicos, etmiise o estudo de separacdo de
nanoparticulas por centrifugacdo. Assim, todas espostas bioldgicas avaliadas seriam
devido ao comportamento dos materiais na escalanmatrica, sem sofrer influéncia de
resquicios de polimeros residuais ndo complexaai@te o preparo das Np.

Nesse estudo obteve-se um perfil de DM de parcata funcdo da centrifugacéo
sequencial realizada para uma mesma amostra, Npdisgersdo de nanoparticulas foi
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centrifugada inicialmente a 87,76 x g, onde houwen&cdo de um pequergellet que
imediatamente foi ressuspendido em 500 pL de agiBQMe levado a medicdo por
espalhamento dinamico de luz. O resultado dessademéuddicou a presenca de particulas
com DM de 3545,8 nm. O sobrenadante foi centrifogadssim por diante até a ultima etapa
(28435,21 x g), como descrito na metodologia. @altados das centrifugagdes subsequentes
estdo demonstrados graficamente na Figura 15.

Na Figura 15 foi possivel perceber a diminuicidosbaude DM de particulas
ressuspendidas a partir geellet resultante da centrifugacdo a 87,76 x g em relatdo
centrifugacdo a 548,51 x g, uma reducao de 354%,para 319,1 nm. A partir desta rotacéo
o DM foi reduzido etapa apoOs etapa, até atingiro@cfo de 19746,67 x g, onde se
encontraram particulas com diametro meédio de19%,8Ans 28435,21 x g encontramos DM
de 1033,2 nm, porém a apresentacdo dos dados tdbuifsio de tamanho de particula é
bimodal, ou seja, existem dois picos em duas faikfesentes de tamanhos, evidenciando
uma aglomeracao de particulas menores (em tori@@ea 500 nm) em grupos de particulas
maiores (cerca de 2500 a 3000 nm). Assim, sabedsseaqcentrifugacdo mais intensa
provocou uma aglomeracdo forte sobre as nanopagjcuique apresentaram grande
dificuldade de ressuspensao para a realizacaoalisemde espalhamento dinamico de luz.

Dessa forma, o sobrenadante final também fora figae®, onde foram encontradas
particulas com 142,9 nm de didmetro médio, o queloa que o processo de centrifugacao
deveria continuar em rotacdes mais altas, atéaragio destas.

Na Figura 16, o perfil de centrifugacdo comprovee dup2 apresenta 0 mesmo
comportamento de separacdo das nanoparticulasedgpju

Diante dos dados obtidos nesse experimento, desédirealizar uma centrifugacao
prévia, a 548,51 x g, nas preparacdes obtidasqiejagnento com o objetivo de descartar as
maiores particulas, fazendo com que 0s experimentds avancados ocorressem somente
com aquelas particulas que realmente encontravam-$&ixa nanométrica entre 100 e 500

nm, aproximadamente.
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Figura 15: Estudo de centrifugacdo de Npl (reptagéas do eixo do diametro de
particula em escalas de: 0 aré e 0 a 2um)
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Figura 16: Estudo de centrifugacdo de Np2 (reptegéas do eixo do diametro de
particula em escalas de: O arh e 0 a Jum)

A presenca de material particulado com diametrogioséna faixa micrométrica, em
ambos os estudos de separagdo por centrifugac@le, $gr explicada pela presenca de
material polissacaridico em excesso, que nao tpaftipado da organizacédo estrutural da
nanoparticula ou eventualmente a presenca de pegjagitomerados de nanoparticulas.

As misturas fisicas entre QT e PS exibiram elevadtmres de diametro, na ordem de
micrémetros, quando submetidas ao espalhamentaaio&e luz e MET. Esses resultados
puderam explicar a presenca de populacbes com ul@amacima de 1 micrOmetro nas
Figuras 15 e 16.

4.8 QUANTIFICACAO DOS POLISSACARIDEOS SULFATADOS MA
NANOPARTICULAS.

A metodologia de quantificacdo em tampao fosfatb 4 teve sua linearidade
aferida, demonstrando-se linear para a determindeZ®C e FC, exibindo valores dé d

0,9972 e 0,9952, respectivamente. As representagi@dicas da linearidade do método



51

podem ser encontradas nas Figuras 17 e 18, respaetite para SC e FC.
Ao realizar os calculos para determinacdo do pareémle PS encontrado em cada
variedade de particula, encontrou-se que 25,43 % Q@aisado no preparo das particulas

estavam presentes em Np2 e 35,50 % de SC consegs&aomplexar com a quitosana,

formando Np1.

0,4500 -
0,4000 y = 0,0095x + 0,0010
0,3500 1 R2 = 0,9972

0,3000 -
0,2500 -
0,2000 -
0,1500 -
0,1000 -
0,0500 -

0,0000 6 . : .
20,0500 ¢ 10 20 30 40 50

Concentracdo de CS (ug/mL)

Absorbancia

O

Figura 17: Curva de calibracdo de SC em tampaatimgiH 7,4.
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0,4 y = 0,0092x + 0,0145
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Figura 18: Curva de calibracdo de FC em tampaatosiH 7,4.
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4.9 ENSAIOS DE COAGULACAO

Diante dos polissacarideos sulfatados escolhidos @aelaboracdo de nanoparticulas
polissacaridicas e somado ao fato que os daddteura comprovam a acao anticoagulante
para FC e ndo para SC, somente as amostras contertd®d foram selecionadas para
avaliacdo de atividade anticoagulante, ensaios deoadesividade, citotoxicidade e
permeabilidade.

As nanoparticulas contendo SC foram estudadas comolelo estrutural para o preparo
de nanoparticulas polissacaridicas devido ao s&ngal de aplicagcdo no carreamento de
farmacos hidrofilicos, inclusive anticoagulantespeseu custo reduzido de matéria-prima em
relac@o a outros polissacarideos sulfatados.

Os ensaios de coagulacéo realizados para Np2aesulem dados comparativos entre
amostras e grupo controle, demonstrando a capacidadNp2 ou da solucdo de FC em
aumentar o tempo de coagulagéo.

No ensaio de aPTT (Figura 19), Np2 (13@mL) demonstrou tempo de coagulacéo
duas vezes maior do que o grupo controle (p < (,Gfquanto que a solucdo de FC, na
mesma concentracdo, aumentou apenas 1,6 vezetersgs® ou seja, 40 % menos do que
Np2. A solucdo de FC a uma concentracao de | §viL ndo afetou o tempo de coagulacao,
em comparacdo ao controle (p > 0,05). Por outro, IBlgh2 aumentou o tempo de coagulagéo
em 1,6 vezes, mesmo na concentracdo mais baigaaest531g/mL, comparado ao controle
(p <0,001).

Os resultados do teste de tempo de recalcificd€igarg 20) demonstraram semelhanca
aos resultados de aPTT, ou seja, Np2 mostrando@e ativo do que a solugédo do
polissacarideo. Na concentracdo de 13gmL, Np2 e a solucdo de FC conseguiram
aumentar o tempo de coagulacdo em 1,51 e 1,24 ,vexgwectivamente. Np2 mostrou-se
significativamente mais potente do que a solucé@eClea qual apresentou valores de p iguais
a 0,2 e 0,057 nas concentracOes de 1,33 eu@/®1L, respectivamente, enquanto Np2 a 1,33
e 2,67ug/mL mostrou-se significativamente maior do quewpg controle (p < 0,05).

Em contraste aos testes de aPTT e tempo de rézatéid, o tempo de protrombina,
nao apresentou resultados significativos na alieralp tempo de coagulacédo (p > 0,05). A
auséncia de atividade anticoagulante no teste deugdre que as amostras envolvidas nesse
ensaio atuam na via intrinseca da coagulacdo. Ess@sados reforcam os resultados obtidos
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em trabalho anterior, onde esse polissacarideo m&nacefeito anticoagulante somente na via
intrinseca, ou seja, resultados de aPTT (NISH&@L, 1994).

A amostra Np2 apresentou uma atividade anticoatplaaior do que a solucédo de FC
talvez pelo fato de que o polissacarideo livre @huggio assuma uma conformacdo nao
especifica que leva a uma menor atividade, em c@g@a com a hanoparticula testada, que
possui uma conformacgdo mais rigida, permitindo ama#or interacdo entre o receptor e 0s

sitios de atividade da molécula sulfatada.

APTT

140 BContrale &
'E 120 OSolucdo de .
3 FC +
ﬁ 100 BhHp2
wg
b a0
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T 40
[=]
=1
S 20
|_

0

0,53 1,33 2.67 13,3

Concentracio [ug/mlL]

Figura 19: Tempo de tromboplastina parcialmenteadt (aPTT) de amostras contendo
FC. (* p < 0,05 comparado ao grupo controle; n.= 3)
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Figura 20: Tempo de recalcificacdo de amostraseoaiat FC. (* p < 0,05 comparado ao
grupo controle; n = 3).

4.10 MEDIDAS DE MUCOADESIVIDADE

As medidas de mucoadesividade das preparacOesranico percentual de material
que foi lavado pela simulagcéo do transito de flasida luz intestinal. Desse modo, por uma

medida indireta, € encontrado o percentual adelédoma amostra a membrana de mucina.

Os resultados obtidos através das medicfes de nesivmlade, em célula do tipo
Franz modificado, indicaram que Np2 apresentoudgaiinidade pela membrana de mucina,
onde 80,20% do material nanoparticulado foi reffHmura 21). A presenca de quitosana
como uma matriz polimérica na nanoparticula Np2 doiesponsavel pela aderéncia das
mesmas a membrana de mucina, visto que, conforswitdeem literatura, o polissacarideo
catidnico apresenta propriedade mucoadesiva extansnte descrita (HENRIKSEBt al,
1996; TAKEUCHIet al, 1996; HEJAZI & AMIJI, 2003).

A alta taxa de mucoadesdo de Np2 a membrana denan(eproximadamente 80%)
aponta para o fato que essas nanoparticulas posswapacidade de prolongar seu contato

com a mucosa intestinal e assim tornarem-se mg®uiveis a permeacao intestinal.
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Figura 21: Percentual de Fucoidan lavado, a pdes nanoparticulas Np2, durante
lavagem de membrana de mucina (n = 3).

4.11 ESTUDOS DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS CACO-2

Os testes de citotoxicidade foram utilizados coeroainenta para a determinagcéo das
concentragdes utilizadas nos testes de permeat@lidatravés de uma varredura de 3
concentracdes diferentes por amostra encontroursealor que nao provocasse agressao as
células durante a realizacdo dos experimentos uheeabilidade celular. Além disso, o teste

indicou quais amostras n&o poderiam ser utilizdéa®rma alguma nos testes posteriores.

Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade células Caco-2 estdo
demonstrados na Figura 22. Os grupos controle emig@sm-se normais em relacdo ao
comportamento esperado, ndo alterando a viabilidadelar quando HBSS pH 6,8 foi
utilizado e diminuindo a zero a viabilidade da &gkem Caco-2 ao utilizar Triton 10%. A
escolha do pH 6,8 para HBSS foi motivada pelo f@¢oque testes posteriores seriam

realizados em jejuno, onde encontramos esse valpHda luz intestinal.

Dentre as trés concentracdes testadas para a$ewlde fucoidan (500, 1000 e 1500
png/mL), nenhuma delas apresentou-se agressivdudasc@ao alterando de forma expressiva

sua viabilidade. As misturas fisicas entre quitasanfucoidan (1:1) foram testadas em
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concentragdes de 250, 500 e 1000 pg/mL, sendon®eipai a Unica que ndo se apresentou
danosa as células. O grupo da amostra Np2, assita goupo da solucdo de FC, foi estudado
em concentracdes de 250, 500 e 1000 pg/mL, exikattdoviabilidade celular em qualquer

uma das trés concentracdes testadas.

Diante dos resultados obtidos, foi possivel obsergae as misturas fisicas
apresentaram-se danosas devido ao efeito oclushwe &s células, interrompendo as trocas
gasosas com 0 ambiente, levando-as a morte pom@asée oxigenacdo. As malhas
grosseiras de quitosana e fucoidan exibidas nad&ib ilustram de forma ideal o ambiente

gue as células foram submetidas ao entrar em cordat a mistura fisica estudada.

Para as amostras que se apresentaram inofensigékil@s, solucdo de fucoidan e Np2,
foi realizada uma normalizacdo da concentracadaefgra dar continuidade aos demais
testes, visto que diferentes concentracfes das atuastras foram utilizadas nesse estudo.
Assim, a concentracdo de 1000 pg/mL foi escolhidea pa realizacdo dos estudos de
citotoxicidade em células endoteliais vascularesmgabilidade em células Caco-2 e em

jejuno de ratos.
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Figura 22: Estudo de citotoxicidade de amostrasetmo FC (solu¢des, misturas fisicas com
quitosana e nanoparticulas) em diferentes conggm@sa controles positivo (HBSS pH 6,8) e
negativo (Triton 10%) (* p > 0,05 comparado ao grepntrole positivo; n = 4).

4.12 ESTUDO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS ENDOTELIS
VASCULARES DE CORDOES UMBILICAIS HUMANOS -HUMAN UMBILICAL VEIN
ENDOTHELIAL CELLSHUVEC)

A toxicidade das amostras Np2 e solucéo de FC @ igdmL também foi avaliada em
células endoteliais vasculares de corddo umbi{ldblVEC), determinando o comportamento
de nanoparticula e polissacarideo em solucdo aaresh contato com células vasculares
apos uma possivel passagem pelo epitélio intesiinaté mesmo avaliar a toxicidade diante

de administracao intravenosa.

Os resultados, exibidos na Figura 23, apontam umpodamento semelhante ao
observado em células Caco-2, sem diminuicédo dalidade celular em nenhum dos grupos
testados. Assim, pode-se dizer que tanto as nanmpas quanto a solucéo de polissacarideo,
nas concentracoes testadas, ndo se apresentarasosla@ao epitélio vascular. Como grupo
controle, foi utilizado HBSS pH 7,4, compativel canpH presente no interior dos vasos

sanguineos.



58

140
120 *

100

Viabilidade celular (%)

Figura 23: Estudo de citotoxicidade de amostrasecmio FC (solu¢do e nanoparticulas)
na concentracdo de 1000 pg/mL e controle positiBSS pH 7,4) em células HUVEC (* p
> 0,05 comparado ao grupo controle positivo; n.= 4)

4.13 ENSAIOS DE PERMEABILIDADE EM MONOCAMADA DE CEULAS
CACO-2

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de pdifitade em monocamada de
células Caco-2 indicaram o percentual de FC guetsou o epitélio intestinal e o possivel
mecanismo de transporte a nivel celular. Desse maggiram evidéncias a respeito da

possibilidade de administracéo via oral das ameskeananoparticulas.

Apoés 21 dias de troca de meio de cultura das &lséaneadas sobre os filtros, o
amadurecimento da monocamada de células de adeimoraa humano foi comprovado
através das medidas da resisténcia elétrica trakap que resultaram em uma média de
503,4 + 47,920 cnt, apresentando-se compativel com monocamadas rsadesaritas em
literatura (SANDRIet al.,2010).

Apoés as trés horas de experimento, foram calculadaslores percentuais de fucoidan
permeados a partir de Np2 e solucdo de FC a 1000l gxibidos na Figura 24. Através
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desta, notou-se que Np2 apresentou uma velocidadeeaneacdo mais elevada do que a
solugéo de FC, principalmente na primeira horage@mento. A partir de 60 minutos de
experimento ambas as amostras apresentaram velesida permeacao semelhantes, porém,

aos 180 minutos Np2 ja havia permeado 1,4 vezes doajue a solucéo de fucoidan.

Ao observar atentamente os dados da Figura 25relacipna-los com a Figura 24, foi
possivel concluir que no intervalo entre 30 e 120ubtds ocorreu uma maior permeacgao de
fucoidan a partir das nanoparticulas em relacdoluig&o do polissacarideo (p < 0,05). Os
valores de p encontrados para os intervalos dé®@e, 120 minutos foram, respectivamente,
0,017; 0,013 e 0,027, enquanto que em 180 minutasoo encontrado foi de 0,093.

Nesse mesmo espaco de tempo houve uma brusca w@anula resisténcia
transepitelial da monocamada contendo Np2. Essgdiedaté o limite de 70,75% da TEER
em 60 minutos € dada pela abertura das juncbescehiares de maneira reversivel,
permitindo uma maior permeabilidade das nanopdasq@CHENet al.,2009).

-€—-Np2 1000 ug/ mL  —&—Solugdo FC 1000 ug / mL

Fucoidan permeado (%)
O K N W B U1 OO N 0O O

0 50 100 150 200
Tempo (minutos)

Figura 24: Percentual de fucoidan permeado, arp#etiNp2 e solugcdo de FC a 1000
ng/mL, através de monocamada de células Caco-2teut80 minutos de experimento (n =
3).
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Figura 25: Medidas de resisténcia transepitelial gpencentual, ao longo de 180
minutos, em pogos contendo monocamada de célutasZeontendo Np2 e solugéo de FC a
1000 pg/mL. Grupo controle utilizado = HBSS 6,8-(8).

Como citado anteriormente, as velocidades de pe&@doeaao final do experimento,
foram quase igualadas, podendo-se comprovar tatafao através da observacao sequencial
das Figuras 26, 27 e 28. Nessas figuras nota-seaqiierenca entre os coeficientes de
permeabilidade aparente (Papp) de Np2 e da soldedeC diminui ao longo do tempo de
experimento. Aos 30 minutos o Papp de Np2 mosteoR;:88 vezes maior do que o Papp da
solucéo do polissacarideo, aos 120 minutos 1,7&sveao final do experimento essa razao é

reduzida a 1,4 vezes.
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Os coeficientes de permeabilidade aparente nos/ahbs de 0 a 30 minutos e de 0 a
120 minutos apresentaram-se estatisticamente maiageamostras de Np2, com respectivos
valores de p de 0,017 e 0,027. Entretanto, novialerentre 0 e 180 minutos ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre aeficientes da duas amostras. Isso
demonstrou que Np2 exibiu um efeito de permeacés wedoz do que a solucédo de FC até
120 minutos de experimento e aos 180 minutos aecideldes de permeacédo quase
igualaram-se. O maior coeficiente de permeabilidddeNp2 até 120 minutos pode ser
atribuido ao efeito de transporte paracelular, diew abertura das juncdes intercelulares de
30 a 120 minutos (Figura 25).

1,00E-005
8,00E-006
6,00E-006
4,00E-006

2,00E-006

Papp 0-30 minutos (cm/s)

0,00E+000
Solucao FC 1000 pg/mL Np2 1000 pg/mL

Figura 26: Representacbes graficas, entre 0 e 3tutas, dos coeficientes de
permeabilidade aparente (Papp) em cm/s, de amd§pae solugcéo de FC a 1000 pg/mL no
ensaio de permeabilidade em monocamada de célales-Z (* p < 0,05 comparado ao
grupo solucédo FC 1000 pg/mL; n = 3).
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Papp 0120 minutos
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Solugdo FC 1000 pg/mL Np2 1000 pg/mL

Figura 27: RepresentacBes graficas, entre 0 e 1RWMites, dos coeficientes de
permeabilidade aparente (Papp) em cm/s, de amd§pae solucédo de FC a 1000 pg/mL no
ensaio de permeabilidade em monocamada de célatasZ(* p < 0,05 comparado ao grupo
solugcéo FC 1000 pg/mL; n = 3).

3,50E-006 *
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Figura 28: RepresentacOes graficas, entre 0 e 1Bitos, dos coeficientes de
permeabilidade aparente (Papp) em cm/s, de amd§pae solugcéo de FC a 1000 pg/mL no
ensaio de permeabilidade em monocamada de célatasZ(* p > 0,05 comparado ao grupo
solugéo FC 1000 pg/mL; n = 3).

Apés a realizacdo dos calculos de Papp, outro Icéfou efetuado para determinar o
percentual de FC que permaneceu sobre a monocateacizulas ao final do experimento,
gerando assim o percentual de recuperacao. ObsereaRigura 24 tem-se que o percentual
permeado de Np2 ao final do experimento foi de &90,94%. O valor recuperado no
compartimento apical de Np2 foi de 93,98 + 18,6%djcando que nenhum material foi
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retido no interior das células e que possivelménd® o material permeado utilizou a via

paracelular como mecanismo de transporte.

Os dados de percentual de recuperacdo do compardirapical contendo solucdo de
FC nao foram apresentados, pois as células solfileras desprenderam-se e foram coletadas
juntamente com a amostra, inviabilizando as le#tugm espectrofotometro por conta das

células em suspensao.

4.14 ENSAIOS DE PERMEABILIDADE INTESTINAL EM JEJUNOE RATOS

Neste ensaio a capacidade de permeacao das anfost&realiada, assim como no item
anterior, desta vez a nivel tecidual. Dessa fortndas as camadas celulares do tecido
intestinal formaram uma barreira a permeacao, esnatente uma monocamada de células.

Neste ensaio enfrentou-se a variabilidade tecidtalindividuo.

De forma analoga ao ocorrido no item 4.13., a arad$p2 apresentou maior percentual
de fucoidan permeado em relacéo a solucédo de farcaid mesma concentragdo, durante os
180 minutos de experimento (Figura 29). Novamenp@ Bpresentou maior velocidade de
permeacdo do que a solucdo de FC, a qual teve eseenpual de permeacdo quase que
inalterado entre 30 e 180 minutos, sofrendo leveesio de 2,26 para 3,89% de percentual
de fucoidan permeado. Por outro lado, Np2 sofrenesutio substancial de 5,34% entre 30 e
180 minutos.

As barras de erro apresentadas no grafico da Ffuegpresentaram-se maiores quando
comparadas as barras de erro da Figura 24 (em ool de células Caco-2) por conta da

variabilidade entre animais.
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Permeabilidade em jejuno de ratos (0 - 180 minutos)
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Figura 29: Percentual de fucoidan permeado, arphetNp2 e solucéo de FC a 1000 pg/mL,
através do jejuno de ratos, durante 180 minutaexgerimento.

Através do calculo do coeficiente de permeabilidaparente das amostras submetidas
ao ensaio de permeabilidade em jejuno de ratogydssivel observar que no intervalo de
tempo entre 30 e 180 minutos, onde ha uma diferestaisticamente significativa (p =
0,023) entre as velocidades de permeacdo das asioes valores de Papp encontram-se
distanciados, sendo o Papp de Np2 3,28 vezes nd@mogue o Papp da solugcdo do
polissacarideo sulfatado, vide Figura 30.
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Figura 30: Representacbes graficas, entre 30 e miBQitos, dos coeficientes de
permeabilidade aparente (Papp) em cm/s, de amd§pae solugcéo de FC a 1000 pg/mL no
ensaio de permeabilidade em jejuno de ratos (* @08 comparado ao grupo solucdo FC
1000 pg/mL; n = 3).

4.15 CARACTERISTICAS GERAIS DE Np2 NOS ENSAIOS BIOGICOS

A amostra Np2 apresentou resultados satisfatoross emsaios bioldgicos, exibindo
maior atividade anticoagulante do que a solucdd-@eem baixas concentragbes, onde a
solucao do polissacarideo sulfatado ndo exibidasf@inticoagulantds vitro.

Np2 demonstrou ser altamente mucoadesiva, poisaapaproximadamente 20% do
material sobre a membrana de mucina foi efetivaen&avado na simulacdo de transito de
fluidos intestinais. Esse resultado evidenciouta afinidade que esse sistema pode ter pela
camada mucosa intestinal, facilitando sua interag@io o epitélio e aumentando a eficacia na

permeacao.

Os testes de citotoxicidade em células Caco-2 arasir que Np2 ndo se apresentava
toxica as células de adenocarcinoma humano, caitdb para a viabilizacdo da
administracéo via oral. Por outro lado, as mistdiisisas entre QT e FC demonstraram alta
toxicidade as células Caco-2, demonstrando a ndeegsda organizacédo do polieletrdlito em

dimensdes nanométricas.

Em células HUVEC também né&o foram observados sfédxicos, concluindo-se que
tal amostra de Np apresenta potencial de admig&irpor via intravenosa ou que apos a
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permeacdo, ao atingir a corrente sanguinea, akgé&undoteliais vasculares ndo sofrem ao

entrarem em contato com Np2.

A permeabilidade em monocamada de células Cacostronoque Np2 possui um
efeito imediato de permeacdo ao passo que a sotlee&®@ demonstrou uma velocidade de
permeacdo menor. Os coeficientes de permeabilidpdeente evidenciaram que até os 120
minutos de ensaio 0 a monocamada de células maestipresentavam-se significativamente

mais permedaveis a Np2 do que a solucéo de FC.

O ensaio de permeabilidade em jejuno de ratos efoodstrou ser tdo conclusivo
quando ao ensaio a nivel celular, porém, geroe fodicacdo de maior permeacédo de Np2 do
que a solugéo de FC, devido aos valores estatisticge maiores de Papp de Np2.

Dessa forma, os ensaios biolégicos reuniram digedados que apontam para a

viabilidade do uso de Np2 para a terapia antic@agelpor via oral.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos apontaram para o sistemachipib um modelo a ser seguido
para a producdo das demais amostras propostasn@lalé obtencédo de todas as amostras
notou-se que Npl e Np2 eram consideradas as mellaonestras por apresentarem boa
distribuicdo de didmetro médio de particulas, abade 200 nm, o que permitiria sua
administracdo intravenosa, visto que oS menoreacap sanguineos apresentam diametros
maiores do que 6,0m (GAUMET et al., 2008). Assim, poderiam aumentar os tempos de
circulacdo sanguinea do polissacarideo sulfatedan facilidade na penetracdo por espacgos
intercelulares, apresentariam altos valores de &wgzerficial e pequenos nucleos de
polissacarideos sulfatados anticoagulantes, nod=masip2.

O meio acido, onde as particulas se encontrarantinba ions hidronio, ndo deixando
0 potencial zeta aproximar-se da neutralidadeaetgd o surgimento de aglomerados de
nanoparticulas e elevacdo do DM de particulas (AANDR, 2008). Através da MET
verificou-se que as dimensdes de particulas quelmmaram com os dados obtidos por
espalhamento de luz e a auséncia de aglomeradoHicsitivos. Aléem de todas essas
caracteristicas, o0 método de preparo das nanagagjccomprovadamente mostrou-se
reprodutivel em escala laboratorial.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermmihoam fortes evidéncias da
presenca de SC, QT e FC nas respectivas amostraspmta das bandas caracteristicas em
cada espectro, como relacionado na secéo de assikadiscussao, porém, ndo se mostraram
conclusivos a respeito da diferenciacdo entre maigtsica e nanoparticulas.

O estudo de centrifugacdo demonstrou que houveseparacdo seletiva por diametro
médio de particula para cada faixa de rotacdo, emém rotacées mais altas a diferenca
entre DM para cadpellet ressuspendido e analisado apresentou-se menom, Asa uma
eficiente separacéo entre nano e microparticuibzoutse a centrifugacdo a 548,51 x g, com
intuito de retirar as maiores particulas, e em isiagoutra centrifugacdo a 28435,21 x g para
recolhimento de material verdadeiramente nanoesadd. Dentro de nossas buscas
bibliograficas ndo foram encontrados relatos madttra utilizando centrifugacdes crescentes
para a separacéao de diferentes populacdes de diamé&tio de nanoparticulas.

O método de quantificacdo dos PS demonstrou-sarjisendo possivel determinar o
percentual de FC contido nos nanosistemas. Esselmétostrou-se de grande importancia
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para obtencdo dos resultados dos ensaios de coaguilaucoadesividade e permeabilidade.

Os resultados de SAXS comprovam que um reservadi@ripolissacarideos sulfatados
foi gerado no interior dessas particulas, geranderemtes nucleos de liberacdo do
polissacarideo anticoagulante, possibilitando uanm&cocinética de liberacéo diferenciada.
Isso pode ajudar a explicar o efeito anticoagulantmentado dessas nanoparticulas em
relacdo ao polissacarideo soluvel.

Os resultados de atividade anticoagulante mostraensatisfatorios, pois 0s
nanosistemas exibiram atividade melhorada em relasasolucées de polissacarideo livre.
Isso levou a formulagdo da hipétese que o nanasésestudado tenha uma conformacgéo que
favorece a atividade anticoagulante do polimero.

A quitosana, como descrito em literatura (SADEGel al, 2008), apresenta
propriedades peculiares. Uma delas € a promoc@erdaeabilidade através de monocamada
de células Caco-2, que pode explicar parte dodtadss obtidos neste trabalho, ao se
observar um maior percentual de fucoidan permeadaresenca de nanoparticulas contendo
quitosana e fucoidan. A possibilidade de realizal@experimentos com uma mistura fisica
entre quitosana e fucoidan foi investigada, posam sucesso na utilizacdo nos experimentos
por conta da alta toxicidade relacionada ao et®itosivo sobre as células.

A realizacédo de experimento com tecido intestineddo ainda apresentando secrecao
de muco foi de suma importancia para a compreedsapermeabilidadex vivoe nao
somente do comportamentm vitro, diante de estruturas celulares organizadas em
monocamada que ndo apresentavam secrecdo de macop®ssuiam a mesma espessura e

complexidade que o tecido animal.
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