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RESUMO

O cancer de pulmao ¢ a principal causa de mortalidade por neoplasias, sendo a cisplatina
amplamente utilizada no tratamento, apesar de sua baixa especificidade tumoral e elevada
toxicidade sist€émica. Nanoparticulas poliméricas de PLGA surgem como alternativa para
melhorar a entrega do farmaco; contudo, em meios bioldgicos, interagem com proteinas,
formando a corona proteica, capaz de alterar suas propriedades e efeitos bioldgicos. Este estudo
avaliou a influéncia da carga superficial ¢ do tempo de incubagdo na formagdo da corona
proteica, bem como seus efeitos citotoxicos em células A549. Nanoparticulas de PLGA, com e
sem revestimento de quitosana, foram incubadas em meio contendo soro fetal bovino e
caracterizadas quanto ao tamanho, potencial zeta, concentragdo proteica, morfologia e estrutura
quimica. As nanoparticulas apresentaram morfologia esférica, tamanho médio de 75 nm,
potencial zeta de —18 mV e eficiéncia de encapsulacao de 28%. A formacdo da corona proteica
foi evidenciada pelo aumento de aproximadamente 30 nm no tamanho e pela alteracdo da carga
superficial, sendo observada maior adsor¢ao proteica em nanoparticulas com carga positiva e
maior interagdo proteica apos 1 h de incubagdo. A presenca da corona proteica resultou em
maior viabilidade celular em comparag¢do as nanoparticulas sem corona e a cisplatina livre,
embora estudos adicionais de liberacdo e internalizagdo sejam necessarios para esclarecer a
menor citotoxicidade observada. Os resultados destacam a importancia da corona proteica na
modulacdo das interagdes biologicas de nanoparticulas de PLGA e no desenvolvimento de

sistemas nanoestruturados mais seguros e eficazes para o tratamento do cancer de pulmao.

Palavras-chave: Cancer de pulmao, nanoparticulas, corona proteica, cisplatina, PLGA,

proteinas, carga e citotoxicidade.
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1. INTRODUCAO

a. Cancer de pulméao

O cancer de pulmao ¢ um grande desafio a saude mundial, ja que ¢ a principal causa de morte
por cancer, representando um total de 12,4% dos obitos ocasionados por neoplasias, segundo dados
do GLOBOCAN 2022. Este tipo de tumor ocupa a primeira colocagdo no ranking mundial de
incidéncia entre homens (15,2%) e a segunda colocacao entre as mulheres (9,4%), como apresentado
na Figura 1, sendo também o primeiro em mortalidade no contexto geral (18,7%) (Ferray et al.,

2024).
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Figura 1: Comparagdo da incidéncia (em niimero de casos) dos tipos de cancer em homens ¢ mulheres.
Fonte: (Ferray et al., 2024).
O cancer de pulmao ¢ uma neoplasia que engloba o cancer pulmonar de células pequenas
(Small Cell lung cancer — SCLC) e cancer de pulmao de células nao pequenas (Non-Small Cell
Lung Cancer - NSCLC). O segundo grupo ¢ o de maior incidéncia, representando uma taxa de
85% dos tipos de cancer de pulmao. Este pode ainda ser dividido em subtipos histoldgicos que
incluem principalmente o adenocarcinoma pulmonar (40%) e o carcinoma de células escamosas

(25%) (Leiter; Veluswamy & Wisnivesky, 2023); (Li; Yan; He, 2023).

O SCLC representa aproximadamente 15% dos tumores malignos, com réapido

crescimento e caracteristicas metastaticas, necessitando de tratamento por quimioterapia e



radioterapia (Realli et al., 2019). Ja o tratamento para NSCLC nos estagios I e II inclui a
ressec¢do cirirgica, juntamente a uma terapia auxiliar, enquanto nos estagios III e IV o

tratamento baseia-se na quimioterapia e radioterapia (Li; Yan; He, 2023).

b. Tratamentos a base de platina

Dentre os principais tratamentos desta neoplasia do cancer de pulmao, destacam-se os
farmacos a base de platina. A cisplatina ¢ a primeira geragao deste quimioterapico, apresentando
efeitos terapéuticos em diversos tipos de tumores, entre eles o de mama, ovario, colorretal e de
pulmao (Zhang et al., 2022). Entretanto sua inespecificidade causa efeitos também em células
saudaveis, levando a uma toxicidade sistémica. Esses fatores combinados ao desenvolvimento
de resisténcia a este farmaco ao longo do tratamento, leva ao desenvolvimento de novos
farmacos a base de platina, e também a necessidade de métodos que ainda possibilitasse o uso

da cisplatina, porém reduzindo sua toxicidade (Zhang et al., 2022).

A molécula de cisplatina, ilustrada na Figura 2, entra na célula predominantemente por
difusdo passiva e apos sua entrada seus grupos cloreto sdo substituidos por grupamentos
hidroxila ou por moléculas de 4gua, originando espécies carregadas positivamente. O processo
de substituicdo destes grupos, também chamado de hidrdlise, se deve principalmente as
diferentes concentragdes de ions cloreto presentes no citoplasma em comparagdo com o plasma

sanguineo (Teixeira, 2011).

HaNe.,. o oNHs
clI” >l

Figura 2: Estrutura molecular da cisplatina. Fonte: (Esteves, 2012).

A agdo antitumoral deste farmaco se deve a sua interagdo com a molécula de DNA, o
que induz a morte celular programada (Alderden; Hall; Hambley, 2006). Este efeito decorre da
ligagdo preferencial da platina a um dos 4tomos de nitrogénio presente nas bases adenina ou
guanina, sendo esta ultima a de maior estabilidade, pois héd a possibilidade de se formar uma
ponte de hidrogénio entre o oxigénio presente na guanina € grupo amina da cisplatina (Fontes;
Almeida; Nader, 1997). Em consequéncia da ligagdo da cisplatina ao DNA, sdo formadas
ligacdes cruzadas intrafita (quando ocorrem na mesma fita) e inter-fita (em fitas diferentes),
assim altera-se a estrutura do DNA, lhe gerando danos, o que resulta na interrup¢ao do ciclo

celular e consequentemente morte celular (Zhang et al., 2022), como apresentado na Figura 3.
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Figura 3: Mecanismo de agao da cisplatina. Fonte: (Alderden; Hall; Hambley, 2006).

Um estudo mostrou que células eucaridticas que possuem deficiéncia na atuacdo de
enzimas de reparo, como ocorre em células tumorais, possuem maior sensibilidade a cisplatina
em comparagdo com outras linhagens (Fontes; Almeida; Nader, 1997). Entretanto, embora as
células tumorais apresentem maior sensibilidade a cisplatina, seus efeitos nao se restringem a
elas. A ativacdo da via apoptotica, associada aos danos celulares decorrentes do estresse
oxidativo e da inflamacdo, afeta diversos tecidos, resultando principalmente em

nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e cardiotoxicidade (Yay et al., 2020).

Este processo ¢ citado como principal mecanismo de agdo da cisplatina no organismo,
entretanto ha também outros possiveis mecanismos que resultam na morte celular, entre eles a
acidificagdo do citoplasma, interrupcdo da transcricio de RNA e inibi¢do de proteinas
oncogénicas (Zhang et al., 2022). Acredita-se ainda que os efeitos toxicos observados com o
uso da cisplatina, como a nefrotoxicidade, seja decorrente da ligagdo do complexo de platina
com determinadas proteinas e também peptideos, como a glutationa, um tripeptideo presente no

meio intracelular que atua como sitio de ligacao da platina (Fontes; Almeida; Nader, 1997).

¢. Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢ uma area que tem revolucionado o tratamento de neoplasias,
possibilitando liberacdo e entrega controlada de moléculas em seu sitio de agdo, assim

diminuindo os efeitos adversos causados as células nao tumorais (Melo et al., 2020). Um estudo



mostrou que terapias para o cancer de pulmao também foram beneficiadas por esta area, de
forma que a utilizacdo da cisplatina quando associada a nanoparticulas apresentou elevada
atividade antitumoral, reducao dos efeitos citotdoxicos em células nao tumorais, maior controle

de liberagao do farmaco, além do aumento a seletividade da célula tumoral (Borges, 2021).

A sintese das nanoparticulas pode ocorrer por diferentes métodos e diferentes materiais
como metais, ceramicas, lipideos e polimeros, como o PLGA, poli(acido lactico-co-acido
glicolico) (Harish et al., 2022). Dentre os métodos utilizados, a nanoprecipitacao, se baseia na
adicao de dois solventes misciveis entre si, no qual o polimero utilizado e farmaco se dissolvem
em apenas um desses solventes, o que resulta na formagao de nanoparticulas por separagao de

fases (Yadav; Sawant, 2010).

O principio desta técnica se deve a formacdo de nlcleos de pequenos agregados de
moléculas que em seguida também se aglomeram até que seja alcangada a estabilidade coloidal,
assim formando preferencialmente nanoparticulas esféricas. Dentre as vantagens deste método,
a possibilidade de gerar mudancas no tamanho e forma das particulas por alteracdes de
concentragdo, técnica de preparagdo ¢ solvente/ ndo solvente tornam esta técnica bastante
atrativa (Schubert; Delaney; Schubert, 2011). Para a sintese de nanoparticulas poliméricas, ¢
comumente utilizado o PLGA, o qual ja possui aprovagdo pela FDA (Food and Drug
Administration) nos EUA e ¢ degradado no organismo em produtos ndo toxicos. Atualmente
diversos trabalhos utilizam este polimero com o objetivo de realizar a entrega controlada de
farmaco, dentre os tipos de PLGA disponiveis para esta aplicagdo, o PLGA 50:50 € o que possui
uma biodegradagao mais rapida (Alshetaili, 2021). Na sintese de nanoparticulas geralmente esta
presente também um surfactante como o PVA (Alcool Polivinilico), utilizado com objetivo de
se aumentar a estabilidade coloidal do sistema e diminuir a tensdo superficial das

nanoparticulas, evitando sua agregacao (Shkodra et al., 2019)

d. Corona proteica

As nanoparticulas ao serem aplicadas no meio bioldgico sao expostas a diversos fluidos
como sangue e fluido linfatico, nos quais estdo presentes diversas biomoléculas (como
proteinas, lipidios e outros metabdlitos) que possuem a capacidade de se aderir a superficie das
nanoparticulas (Marques et al., 2023), conforme ilustrado na Figura 4. Essas biomoléculas

adsorvidas nas nanoparticulas lhe conferem uma nova identidade bioldgica, ja que alteram suas
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propriedades fisico-quimicas, sendo denominado esse fendmeno como corona proteica

(Marques et al., 2023); (Piella; Bastas; Puntes, 2017).
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Figura 4: Processo de formagdo da corona proteica. Fonte: (Piella; Bastus; Puntes, 2017).

A composi¢ao da corona proteica influencia no comportamento da nanoparticula, assim
alterando o tempo de retengao destas na circulagao sanguinea (Marques et al., 2023). Um estudo
realizado mostrou que opsoninas, como fatores do sistema complemento e imunoglobulinas
(responsaveis por mediar a ligagdo das nanoparticulas a macrofagos e fagdcitos) aumentam a
eliminagdo dessas nanoparticulas do organismo, ou seja, estdo relacionadas com um menor
tempo de circulagdo. J& algumas proteinas como a albumina (uma glicoproteina rica em
histidina, clusterina, Apo J, Apo A4 e Apo C3) age como disopsonina, assim prolongando o

tempo de circulacdo das nanoparticulas na corrente sanguinea (Marques et al., 2023).

A adsor¢do das proteinas € capaz de alterar também o processo de direcionamento de
nanoparticulas, uma propriedade explorada no contexto de entrega de farmacos (Bilardo et al.,
2022), além de influenciar também nanotoxicidade de uma particula (Franqui et al., 2019).
Dentre as propriedades que direcionam a formag¢ao da corona proteica, estd a carga superficial
da nanoparticula (Bilardo et al., 2022). Foi demonstrado em um estudo que nanoparticulas
poliméricas (do tipo nanocapsulas) na presenga de soro fetal bovino, apresentam maior adsor¢ao
de proteinas quando apresentam carga positiva em comparagdo com carga negativa. Tal
fendmeno decorre das interagdes eletrostaticas entre as nanoparticulas e proteinas plasmaticas,

que em geral possuem uma carga negativa (Bilardo et al., 2022).

O tamanho da nanoparticula também ¢ um fator decisivo no processo de formagdo da
corona proteica, visto que particulas menores apresentam uma superficie mais curva, o que as
torna menos acessiveis para as proteinas em funcao de efeitos estéricos (Bilardo et al., 2022),

conforme apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Influéncia do tamanho da nanoparticula na formag&o da corona proteica. Fonte: (Bilardo et al.,
2022).

Durante a formagao da corona proteica, sao formadas camadas de biomoléculas sobre a
superficie das nanoparticulas, estas que podem ser classificadas como corona dura e macia
(Chakraborty et al., 2020). A corona dura possui uma maior adesdo das proteinas a
nanoparticula, as quais estdo associadas por interagdes eletrostaticas, de Van Der Waals e
também intera¢des hidrofdbicas, com baixa constante de dissocia¢dao da nanoparticula. A corona
macia por sua vez, possui uma menor adesdo a nanoparticula, j& que estdo associadas

indiretamente apenas pela interagdo proteina-proteina, com alta constante de dissociagao

(Chakraborty et al., 2020).

O tempo de exposicao da nanoparticula as biomoléculas que formam a corona proteica
também gera influéncia na dinamica de formagao da corona proteica, que pode ser explicado
pelo “Efeito Vroman”, o qual em um sistema multiproteico complexo, ocorre inicialmente a
adsor¢do de proteinas de alta mobilidade e baixo peso molecular a superficie da nanoparticula.
Com o passar do tempo, estas proteinas sao substituidas por proteinas mais estaveis e de menor
mobilidade, as quais possuem maior afinidade de ligagdo a nanoparticula (Chakraborty et al.,
2020); (Nienhaus; Nienhaus, 2019).

Nesse sentido, o presente trabalho baseia-se na utilizacdo do método de
nanoprecipitagdo para sintese de nanoparticulas poliméricas encapsuladas com a
quimioterdpico cisplatina, como potencial tratamento para o cincer de pulmao, visando uma
entrega mais controlada do farmaco. O polimero escolhido para compor o sistema
nanoestruturado foi o PLGA, um poliéster biodegradavel ja empregado na construgdo de
sistemas para entrega de farmacos. O principal objetivo do trabalho foi verificar a influéncia da
formagdo da corona proteica neste sistema nanoestruturado. Para tal, foram analisados fatores:

a influéncia da carga na formagdo da corona proteica; A influéncia do tempo de incubacdo da

13



14
nanoparticula em meio suplementado com soro fetal bovino (FBS) adsor¢ao das proteinas; A

influéncia da corona proteica na citotoxicidade da nanoparticula.



2. OBJETIVOS

a. Objetivos Gerais

Analisar a influéncia da corona proteica em nanoparticulas de PLGA encapsuladas com

cisplatina coo potencial tratamento do cancer de pulmao.

b. Objetivos especificos

1.

ii.

iil.

1v.

V1.

Vil.

Viii.

1X.

Realizar a sintese de nanoparticulas de PLGA branca (NP_Br) e com farmaco
cisplatina (NP_Cis);

Verificar a estabilidade das nanoparticulas por espalhamento de luz dindmico
(DLS) e calcular a eficiéncia de encapsulagdo da cisplatina por espectrofotometria
de ultravioleta (UV-Vis);

Revestir amostras de sintese de NP_Br e NP_Cis com quitosana para obtengao de
nanoparticulas com carga positiva;

Incubar as nanoparticulas em meio DMEM suplementado com 10% FBS em
diferentes tempos (1h, 2h, 3h, 6h, 8h, 24h ¢ 48h) para formag¢ao da corona proteica;
Analisar o tamanho e carga das nanoparticulas antes e ap6s a formagao da corona
proteica por espalhamento de luz dinamico;

Analisar o tamanho e concentragdo das nanoparticulas antes e ap6s a formagao da
corona proteica por Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA);

Analisar a morfologia das nanoparticulas antes e depois da formacao da corona
proteica;

Analisar a composi¢do quimica e estrutural da nanoparticula com e sem a corona
proteica por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)
e Microespectroscopia Raman;

Quantificar as proteinas que compdem a corona proteica presente nas
nanoparticulas por ensaio de BCA e SDS-PAGE;

Verificar e comparar a citotoxicidade das nanoparticulas antes e depois da formagao

da corona proteica.



3. METODOLOGIA

a. Construcio das nanoparticulas
1. Sintese

As nanoparticulas carregadas com cisplatina (NP PLGA Cis) foram preparadas pelo
método de nanoprecipitacdo baseando-se no método de DominguezRios (Dominguez-Rios et
al., 2019). Resumidamente, 14 mg de poli(acido lactico-coacido glicolico) (PLGA 50:50 -
Evonik) foram dissolvidos em 1,5 mL de DMF (Dimetilformamida - Synth) por agitacdo em
vortex. Em seguida, 10,5 mg de cisplatina (Sigma-Aldrich) foram adicionados a solugdo de
PLGA. Esta solugdo organica foi adicionada a 10 mL de PVA (Alcool polivinilico - Sigma-
Aldrich) previamente dissolvido em 4gua Milli-Q (1% p/v) e agitada moderadamente por dez
minutos a temperatura ambiente. Os excessos de DMF e PVA foram removidos por
ultracentrifugacdo a 35.000 rpm (Thermo Sorvall Legend X1R), na temperatura de 4°C, por 30
minutos e o pellet formado foi diluido em agua Milli-Q totalizando 1 mL de amostra. O
sobrenadante foi armazenado para verificagdo da eficiéncia de encapsulagdo. Para a sintese da
nanoparticula branca (NP_Br), a mesma metodologia foi utilizada, porém dispensando a adigdo

da cisplatina durante a preparagdo da amostra.

ii. Revestimento com quitosana

Afim de obter nanoparticulas com carga positiva, o PLGA foi recoberto com quitosana,
a partir de 1 mL de sintese sob agitagdo magnética em eppendorf. Nesta amostra foi adicionada
uma solucdo aquosa de 0,5mL de quitosana na concentracdo de 1mg/mL. Apds a adicdo, a
solucdo continuou em agitagdo magnética por 15 minutos e em seguida foi transferida para um
tubo amicon de 10 kDa e levado a uma centrifuga a 5.000 rpm em intervalos de 15 minutos até
a passagem de todo o sobrenadante pela membrana. Apos isso, a amostra retida na membrana

foi diluida em agua Milli-Q, totalizando um volume de ImL.

1ii. Formacao da corona proteica

Para anélise do efeito corona, ambas as nanoparticulas (branca e com farmaco) foram
incubadas na propor¢dao de 1:10 em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium
adquirido da Vitrocell) suplementado em 10% com FBS em sete diferentes tempos (1h, 2h,
3h, 6h, 8h, 24h e 48h), a temperatura de 37°C (para simulacao da temperatura corporal) e

agitacao de 200 rpm para impedir precipitacao das nanoparticulas.
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ApOs os respectivos tempos de incubacao, as amostras foram armazenadas a 4°C. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 minutos para lavagens das proteinas livres
que permanecem diluidas no meio. As nanoparticulas com proteinas agregadas foram entdo

diluidas em 500 pL de dgua Milli-Q com auxilio do vortex e banho de ultra-som.

Para avaliar o efeito de formagdo da corona proteica em diferentes tempos de
incubagdo das nanoparticulas, foram feitas analises que buscavam avaliar principalmente a
diferenga no tamanho, carga e composi¢ao das nanoparticulas com as proteinas plasmaticas
agregadas. Para tal, as nanoparticulas foram submetidas a andlises fisico-quimicas (DLS,

NTA) e analises de microscopia (AFM) e espectroscopia (FTIR, UV-VIS e Raman).

b. Analise da eficiéncia de encapsulacio
1. Derivatizagdo da cisplatina

A derivatizacdo consiste na inser¢do de um anel aromatico, proveniente do
ofenilenodiamina (OPDA), na estrutura molecular da cisplatina para sua deteccdo em andlise de
espectrofotometria de ultravioleta (Mohit et al., 2013). O OPDA, ao se juntar a estrutura do
farmaco, forma um composto derivatizado (Figura 6) capaz de ser detectado no comprimento
de onda de 705 nm. Para o processo de derivatizagao foi utilizada uma solugao de OPDA diluida
em dimetilformamida (DMF) na concentragdo 2 mg/mL, privado de oxigénio e luz. Para a
obtencdo da curva de linearidade foi também preparada uma solugdo de cisplatina 10 pg/mL em
tampao PBS pH 6,6 seguindo as dilui¢des indicadas na Tabela 1. Foram adicionadas as duas
solucdes nos volumes indicados em eppendorfs de 2 mL que foram levados ao Thermo Shaker
da agimaxx pelo tempo de 1h a 95°C sem agitacao, apds este tempo, as amostras foram retiradas
do equipamento e em cada uma foi adicionado PBS em pH 6,6 e DMF nas concentragdes

indicadas.
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Figura 6: Derivatizacéo da cisplatina com OPDA. Fonte: MOHIT, B. et al., 2013

Tabela 1: Curva de dilui¢do da cisplatina.

Curva de diluigiio da cisplatina
F“oncgmmg‘ﬂ(? de | Cisplatina 10 ug/mL | OPDA 2 mg/mL | PBS pH 6.6 DMEF (uL)
cisplatina (pg/mL) (uL) (ul) (uL)
0,2 40 200 460 1300
0,4 80 200 420 1300
0,8 160 200 440 1200
1,0 200 200 400 1200
1,2 240 200 460 1100
1,6 320 200 480 1000
2,0 400 200 400 1000

Além das amostras da curva de linearidade, foi preparado também o controle da curva,
formado por 200 pL da solugdo de OPDA, 800 pL de PBS e 1 mL de DMF e a solugdo de
derivatizacdao da nanoparticula sintetizada, foi formada por 5 pL. do sobrenadante solubilizado
em DMF, 200 pL da solugdo de OPDA, 795 puL. de PBS e 1 mL de DMF. A amostra destinada a
derivatizacdo do sobrenadante, assim como as amostras da curva, foi mantida no thermo shaker
por 1h a 95 °C apo6s a adicao dos dois primeiros reagentes. Os dois ultimos compostos foram
adicionados somente ap0s esse periodo. O controle, por sua vez, ndo passou pelo aquecimento,
sendo apenas preparado pela adi¢do direta dos reagentes. As amostras finais foram armazenadas

em temperatura ambiente e privadas de luz por no maximo dois dias até a anélise por UV-VIS.
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il. Eficiéncia da encapsulacdo do farmaco (EE%)

Para comprovacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%) das nanoparticulas, a
porcentagem de farmaco encapsulado na particula foi avaliada pelo método indireto, no qual ¢
feita analise em espectrofotdmetro de ultravioleta do sobrenadante da sintese apds a

derivatizacdo e a EE% das nanoparticulas ¢ calculada conforme a Equagao 1.

Com os valores de absorbancia das diferentes concentragdes de cisplatina obteve-se a
equacdo da reta (Figura 7). Para o célculo indireto (analise pelo sobrenadante), foi utilizada a
Equagado 1 onde o fator “Concentracao total de cisplatina” refere-se a concentragdo inicial de

cisplatina na sintese (0,913 mg/mL).

Curva padrao cisplatina

y =0.3009x + 0,015

R*=0 9488

0400 /

Absorbancia

U0
{

Concentragao (pg/mL)

Figura 7: Grafico da curva padrao da cisplatina e equacao da reta.

concentragio total de cisplatina — concentragio de cisplatina nosobrenadante 100
X

EE(%) =
(%) Concentracio total de cisplatina

Equacio 1: Equagdo para calculo da eficiéncia de encapsulagiao (EE%).
c. Analises fisico-quimicas

1. Tamanho e potencial zeta

As medidas do diametro hidrodinamico assim como do potencial zeta foram realizadas
em um Zetasizer Malvern em cubeta de poliestireno para medidas de tamanho e cubeta de
capilar dobréavel para andlise do potencial zeta. Para as analises apenas das nanoparticulas se
utilizou a diluicdo aquosa de 1:100, ja nas analises da nanoparticula com a corona proteica
aderida a sua superficie utilizou-se uma dilui¢do aquosa de 2:10, em ambas totalizando 1 mL de

solugdo, sendo executadas trés andlises das quais obteve-se a média como resultado.
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il. Andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A andlise de rastreamento de nanoparticulas foi realizada no equipamento NTA
NanoSight300 (Malvern), as nanoparticulas sem corona proteica aderida foram diluidas em
agua Milli-Q na propor¢ao de 1:1000 pL, enquanto que aquelas com corona proteica aderida
utilizaram uma dilui¢do de 30:1000 pL, ambas totalizando 1 mL de amostra que foi inserida no
aparelho por meio de uma seringa de 1 mL. Antes da passagem da amostra, o equipamento
passou pelo procedimento de limpeza recomendado utilizando-se dgua Milli-Q filtrada (em
filtro micropore de 0,22 pm) e isopropanol 4%. O equipamento foi configurado para realizar
trés capturas durante 60 segundos, o limiar de deteccao utilizado foi de 20 a 80 particulas por

frame com uma detec¢ao de no maximo quatro ruidos por frame.

d. Microscopia
1. Microscopia de Forca atdmica (AFM)

A amostra foi preparada com a adi¢ao de 10 uL da sintese da nanoparticula (em diluigao
aquosa de 1000 vezes) sobre uma lamina de silicio seguido de secagem em estufa a 40°C e em
seguida armazenada a temperatura ambiente. O equipamento utilizado foi o microscépio de
for¢a atdmica Nanosurf FlexAFM e para as analises foram feitas varreduras de reconhecimento
com resolucao de 256 px, com aumento de 10pm e Spm. As imagens obtidas foram tratadas

pelo programa “Gwyddion”.

e. Espectroscopia
1. Andlise de Espectrofotometria de Ultravioleta (UV-VIS)

A analise de espectrofotometria de ultravioleta foi realizada no aparelho HITACHI U-
2900 Spectrophotometer sendo realizada a analise nos comprimentos de onda de 800 nm a 500
nm. Foi utilizada uma cubeta de quartzo lavada com alcool 70% e agua destilada antes da
aplicacdo das amostras, sendo a cubeta lavada com agua destilada no intervalo entre as medidas.
Cada amostra foi analisada em quadruplicata para obten¢do de uma média de absorbancia
utilizada para o célculo da eficiéncia de encapsulacdo.

ii.  Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Para andlise das amostras por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) foi utilizado o equipamento Cary 630 FTIR - Agilent Technologies. As amostras

de nanoparticulas foram analisadas sem dilui¢do e utilizando-se 3 pL de cada amostra. Foram
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analisadas também amostras de cisplatina 1 mg/mL e quitosana 1 mg/mL, sendo a primeira
diluida em DMF e a ultima diluida em 4gua Milli-Q. Os dados obtidos foram tratados pelo

software Origin.

iii.  Microespectroscopia Raman

Para analise das nanoparticulas por espectroscopia Raman, foi utilizado o equipamento
RENISHAW inVia Raman Microscope, as medidas da amostra de quitosana foram realizadas
com os seguintes parametros: 600 a 3200 cm-1, laser de 532nm, 50% de poténcia do laser,
tempo de incidéncia do laser de 10 segundos e 10 acumulagdes, ja as demais amostras seguiram
0s mesmos parametros, exceto poténcia de 100% de poténcia do laser e utilizagdo de 5

acumulagoes.

As amostras de nanoparticulas foram analisadas sem dilui¢do, sendo depositadas sobre
uma placa de silicio utilizando-se um volume de 10 pL e levadas para estufa a 40°C para
secagem das amostras, este processo foi repetido quatro vezes para cada amostra. Foram
analisadas também amostras de cisplatina 1 mg/mL e quitosana 1 mg/mL, sendo a primeira
diluida em DMF e a ultima diluida em agua Milli-Q. Os dados obtidos foram tratados pelo

software Origin.

f. Quantificacdo de proteinas
1. Ensaio de BCA

Para quantificacao das proteinas aderidas a nanoparticula que formam a corona proteica,
foi realizado o ensaio de BCA (4cido bicinconinico), para tal, foi utilizado o “BCA Protein
Assay Kit” adquirido da Thermo Scientific (Ref: 23225). Inicialmente foi feita uma curva de
calibracao com diferentes concentragdes de BSA (Bovine Serum Albumin) em PBS, apds isso
foi preparada a solugdo reveladora contendo os reagentes B e A (disponibilizados pelo kit) na
propor¢ao de 1:50 respectivamente. Tanto a curva de calibracdo, quanto as amostras a serem
analisadas foram depositadas em uma placa de 96 pocos, de forma a serem adicionados 25 pL.
da amostra/curva de calibracdo e 200 pL do revelador, apos isso, a placa foi deixada em
descanso por 30 minutos, protegida de luz a 37°C para ocorréncia da reacdo colorimétrica
seguido pela andlise no comprimento de luz de 652 nm. Para o calculo da concentragdao de
proteinas presentes, em cada amostra houve o desconto da absorbancia encontrada no controle
(formado apenas pela nanoparticula desprovida da corona e o revelador). Os testes foram

realizados em triplicata de forma que, em cada um, foi preparada uma nova curva de calibragao.
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ii. SDS-PAGE

Para analise qualitativa das proteinas presentes na corona, foi realizada a eletroforese
em gel de poliacrilamida, de forma que os géis de corrida e empilhamento foram preparados
com SDS (dodecilsulfato de s6dio) 10%. As amostras foram coradas com azul de Coomassie e
levadas a temperatura de 100°C por 5 minutos antes de sua aplicacdo no gel. Para esta analise
foi utilizado o gel contendo 15 pogos, nos quais foram aplicados 10 puL de amostra ¢ a mesma
quantidade do marcador de peso molecular (Thermo Scientific - Ref: 26610). O gel foi
descorado em 4agua. As imagens do gel foram obtidas com o aplicativo de celular

“CamScanner”.

g. Ensaio de citotoxicidade (MTT)

Células A549 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina), em incubadora a 37 °C e 5% de
CO:. Para o ensaio de MTT, 1 x 10* células foram semeadas por pogo em placas de 96 pogos ¢
incubadas por 24 h para adesdo. Em seguida, as células foram tratadas com NP_Br *, NP_Br -,
NP _Cis e NP_Cis ~ (com formagao da corona proteica e sem), nas concentragdes de 50 a 500
pug/mL, por 24 h e 48 h. Apds cada tempo de incubacao, foi adicionado MTT (0,5 mg/mL) e as
células foram incubadas por 1 h. O formazan formado foi dissolvido em DMSO e a absorbancia
foi medida a 570 nm em leitor de microplacas. A viabilidade celular foi expressa em
porcentagem em relagdo ao controle sem tratamento. Os graficos de viabilidade celular foram

feitos pelo software Graphpad Prism.

22



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

a. Eficiéncia de encapsulacao (EE%)

Ap6s a sintese das amostras de NP_Cis, o sobrenadante da sintese apos a lavagem das
nanoparticulas por ultracentrifugacdo foi derivatizado e a absorbancia daquela amostra no

comprimento de onda de 705 nm foi verificada.

Inicialmente foi calculada a média das absorbancias (analisadas com quatro réplicas),
resultando em uma absorbancia de 0,50575, a qual foi inserida na equagao da reta descrita na

Figura 7.

y =0,3009 x + 0,015
0,50575 = 0,3009 x + 0,015
x =163 ug
x = 0,00163 mg
O resultado desta equagdo ¢ a concentracdo de cisplatina no sobrenadante, valor este que
deve ser multiplicado pelo fator de dilui¢do e inserido na Equagao 1. A concentragdo total de

cisplatina (0,913 mg/mL) corresponde a massa de cisplatina no volume total da solucao

preparada durante a sintese.

EE(%) concentragio total de cisplatina — concentragio de cisplatina nosobrenadante 100
= X
0 Concentracio total de cisplatina

0,913 — (0,00163 x 400)
EE(%) = XIE x 100

EE(%) = 28%

Tal analise foi ainda realizada em triplicata, resultando em uma média de 28% de

encapsulacdo da cisplatina na nanoparticula.
b. Revestimento com quitosana

Para andlise da influéncia da carga superficial da nanoparticula na formagao da corona
proteica, foi necessario que a nanoparticula de PLGA, que possui uma carga negativa, fosse
recoberta com algum material que tornasse sua carga positiva, sendo também compativel com
sua superficie negativa que impede sua propriedade mucoadesiva, consequentemente

diminuindo a disponibilidade do farmaco (Alshetaili, 2021).

A quitosana ¢ um polissacarideo produzido por meio da desacetilacao da quitina e foi
escolhida para o revestimento do PLGA no presente trabalho. Tal torna sua carga superficial

positiva, assim permitindo o aumento da mucoadesdo e captacao celular (Alshetaili, 2021).

23



Foram analisadas por DLS as nanoparticulas de PLGA branca e com cisplatina, antes e
apods seu revestimento com quitosana com objetivo de se analisar a diferenga em seu tamanho e

potencial zeta, o resultado pode ser visualizado na Tabela 2.

Tabela 2: Comparacao de tamanho e carga das nanoparticulas antes e apds o revestimento com quitosana.

Antes do revestimento com quitosana Ap6s o revestimento com quitosana

NP_Br NP_Cis NP_Br NP_Cis
Tamanho (nm) 71274124 76,73 + 15,16 97,52 + 18,59 106,925 + 17.36
Carga (mV) 18,05+ 297 17,24 £ 746 31,76 + 14,61 37,27 £2.15

Os resultados da anélise indicam que o revestimento das nanoparticulas com quitosana
ocorreu de forma desejada, pois percebe-se um certo aumento em seu tamanho e uma grande

variagdo na carga, que apds o revestimento torna-se expressivamente positiva.
c. Caracterizacio fisico-quimica antes e apés formacao da corona proteica

A andlise de tamanho das nanoparticulas antes e ap6s sua incubagdo em um meio
multiproteico ¢ uma forma de se observar a formagao da corona proteica, analisando ainda sua
variagdo de acordo com a carga superficial (potencial zeta) da nanoparticula. A analise de
tamanho pode ser feita por diferentes métodos, neste trabalho, foram utilizados dois métodos, a
medida de didmetro hidrodindmico por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) e analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA), os resultados estdo indicados nas Tabelas 3 e 4 e nas
Figuras 8 e 9. Neste contexto sdo referidas como nanoparticulas positivas, aquelas revestidas

com quitosana, € como nanoparticulas negativas, aquelas sem esse recobrimento.

Tabela 3: Comparacdo do tamanho das NP_Br + ¢ NP_Br - antes ¢ ap6s os periodos de incubag@o por analise de (a)

DLS e (b) NTA.
Tamanho (nm) - DLS Tamanho (nm) - NTA

NP Positiva NP _Negativa NP_Positiva NP Negativa

NP Br 958 £135 73055 NP_Br 1253 £ 39,2 1122 + 222
1h 165.0 £ 69,0 99,3 £204 1h 1874 £ 365 156,56 £376
2h 1357 + 381 98,6 £120 2h 1859 £298 1501 £454
3h 1051 + 98 941177 3h 1748 £ 171 1324 £ 158
B8h 1058 £ 2.7 96,0 £5,0 6h 1653 +74 1194 £ 163
8h 1152 +11.3 955+ 52 8h 1332 £ 150 1203+ 113
24h 1426 + 496 97.4 +6,5 24h 1437 £ 104 1209 £ 137
48h 172,8 £ 54,2 130,8 £ 45,9 48h 1386 £41.0 158,1 £ 57,6
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Figura 8: Comparacao grafica do tamanho das NP_Br + e NP_Br - antes e ap6s os periodos de incubacao por analise de

DLS e NTA.

Tabela 4: Comparagdo do tamanho das NP_Cis + ¢ NP_Cis - antes e ap6s os periodos de incubagdo por analise (a) DLS e

(b) NTA.
Tamanho (nm) - DLS Tamanho (nm) - NTA
NP_Positiva NP_Negativa NP _Positiva NP_Negativa
NP_Cis 111,9 £ 150 747 +65 NP_Cis 1734 £+ 536 1091 £217
1h 137018 88,9 £3,1 1h 172671 10,0 £23.2
2h 1234+ 111 915247 2h 1829 +235 1439+ 196
3h 1356+ 198 878:09 3h 1490 £326 1141 £ 280
6h 1232 +35,1 869 +48 6h 1459 + 18,8 111593
8h 964 +173 93272 8h 1438 £ 196 1209 +24
24h 1268 £533 969199 24h 122,0 94 1280480
48h 16,6 £46,7 847158 48h 124,0 +398 1088 £ 0.8
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Figura 9: Comparagao grafica do tamanho das NP_Cis + e NP_Cis - antes e ap0s os periodos de incubagdo por analise de

DLS e NTA.

A andlise apresentada acima, mostra que em todas as nanoparticulas (com carga positiva

ou negativa), independente do método de analise, apresentaram um aumento em seu tamanho

apos a incubagdo, assim indicando a formagao da corona proteica.

Podemos observar que em ambos os métodos de analise, as nanoparticulas com carga

positiva apresentam um maior tamanho em praticamente todos os periodos de incubagao (tanto

em NP_Br, quanto em NP_Cis), indicando uma maior adsor¢@o de proteinas em comparagao as

nanoparticulas com carga negativa. Assim estando de acordo com dados tedricos que inferem
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uma maior adsor¢do proteica em nanoparticulas de carga positiva em funcdo da carga

geralmente negativa dessas proteinas (Bilardo et al., 2022).

Tabela 5: Comparagdo da carga das NP_Br + e NP_Br - antes e ap6s os periodos de incubagao por analise de DLS.

a) Carga (mV)-DLS
NP_Positiva NP_Negativa
NP_Br 29,89 £11,5 -18,08 £39
1h -564 +04 692 £15
2h -691 +1,0 841113
3h -7.67 £0.8 91011
6h -829 +20 908 £21
8h -922 +17 968 £34
24h -10,97 +18 -10,17 £23
48h -7,28 £22 857 £1.3

Tabela 6: Comparagdo da carga das NP_Cis + e NP_Cis - antes e ap6s os periodos de incubacao por analise de DLS.

Carga (mV)-DLS

NP _Positiva NP_Negativa
NP_Cis 3582 +18 ~1479 £ 7.7
1h 774 +14 -1097 £27
2h -6,86 +0,9 1147 £19
3h -8,05 27 -10,17 £20
6h -840 21 -10,95 £1,3
8h -8,59+£22 -10,94 £ 16
24h -11,06 £1,1 -1219+08
48h -8,98 £ 2,1 1193 £3,0

E possivel perceber também que a carga das nanoparticulas, especialmente com carga
positiva, se altera apos a incubagdo, como apresentado nas Tabelas 5 e 6. Observa-se que apos
a incubag¢do (independente da variagdo de tempo), todas as nanoparticulas (com ou sem a
presenca de cisplatina) apresentam uma carga negativa, o que mais uma vez corrobora a teoria
apresentada por Bilardo et al., 2022, na qual ¢ dito que as proteinas presentes no soro fetal
bovino em sua maioria possuem carga negativa, o que induz uma maior adsor¢do em
nanoparticulas com carga positiva, assim justificando a grande variagdo de carga apresentada

por essas nanoparticulas antes e ap6os a incubacgao.
d. Quantificacido de proteinas
1. Ensaio de BCA

Além das medidas de tamanho, a concentragdo de proteinas também pode indicar
variacoes na formagdo da corona proteica em nanoparticulas, desta forma, os resultados podem

ser analisados nas Tabelas 7 e 8 e nos Figuras 10 e 11.



Tabela 7: Comparagdo da concentrag@o de proteinas (ng/mL) em NP_Br + e NP_Br - antes e apos os periodos de
incubagdo por ensaio de BCA.

NP Branca
Tempode Concentracdo de proteinas (ug/mL) - BCA
incubacéo NP_Positiva NP_Negativa
1h 94,17 £19.0 106,29 + 18,2
2h 98,09 £510 85,54 £ 197
3h 84,18 £ 39,7 7315278
6h 70,72 £+ 422 70,08 £ 26,5
8h 7293 £ 36,2 7296 £238
24h 5495 + 30,0 5275 +245
48h 7218 £429 3854 £295
Comparacgéao por BCA
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3
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i
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Figura 10: Comparagao grafica da concentragao de proteinas (pg/mL) em NP _Br + e NP_Br - antes e apos os periodos de
incubagdo por ensaio de BCA.

Tabela 8: Comparagdo da concentragdo de proteinas (ng/mL) em NP_Cis + e NP_Cis - antes e apds os periodos de
incubagdo por ensaio de BCA.

NP Cisplatina

Tempo de Concentracéo de proteinas (ug/mL) - BCA
incubagéo NP_Positiva NP_Negativa
1h 10247 +324 68,36 £ 54 9
2h 91,29 £523 71.81 £50,2
3h 8721 +644 87,82 +64,7
6h 87.11 £543 79,71 £76,9
8h 87,26 £825 109,44 £+ 694
24h 82,31 £55,7 72,43 £65,0
48h 91,51 £631 9742 £726
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Figura 11: Comparacgao grafica da concentragao de proteinas (pg/mL) em NP_Cis + e NP_Cis - antes e ap06s os periodos de

incubagdo por ensaio de BCA.

A partir desses resultados, é possivel perceber que assim como na andlise por tamanho,
a concentragao de proteinas nao ¢ proporcional ao aumento do tempo de incubagdo. Nesta
analise ¢ possivel observar que diferentes cargas superficiais apresentam pouca interferéncia na
variagdo da concentragdo proteica (tanto em NP Br, quanto em NP _Cis), ja que estes dados

possuem grande variacdo (diferente dos dados obtidos pela andlise de tamanho).

Desta forma, ¢ possivel inferir que a carga da nanoparticula e seu tempo de incubacio,
para aquelas que carregam ou ndo o firmaco, ndo gera grande influéncia na concentragdo de

proteinas, mas sim no tamanho e carga das proteinas que interagem com a nanoparticula.

il. Eletroforese SDS PAGE

Um segundo método utilizado na identificagdo da corona proteica, € a eletroforese de
proteina (SDS-PAGE), que possibilita a separagdo de proteinas em funcdo de seu peso
molecular. Neste trabalho, esse método foi utilizado como forma de confirmar a presenca da
corona proteica nos diferentes tempos de incubagdo das NP_Br+, NP_Br, NP_Cis+ e NP_Cis-.
A Figura 12 apresenta o resultado da corrida das amostras de NP_Br, enquanto a Figura 13

apresenta a corrida das amostras de NP_Cis.
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Marcador de NP _Br - NP_Br+
peso molecular [Th 2h 3h 6h 8h 24h 48h§ Ih 2h 3h 6h 8h 24h 48h

116 kDa -
66,2 kDa -
45 kDa -

35 kDa -

25kDa-

18.4 kDa -
14,4 kDa -

Figura 12: Resultado da eletroforese de proteina (SDS-PAGE) das NP_Br- e NP_Br+.

Marcador de NP _Cis - : NP _Cis +
pesomolecular |k 2h 3h 6h Sh 24h 48hi 1h 2h 3h 6h 8h 24h 48h

116 kDa -

66.2 kDa

45 kDa -

35kDa

Figura 13: Resultado da eletroforese de proteina (SDS-PAGE) das NP_Cis- e NP_Cis+.

Na Figura 12 ¢ possivel observar claramente as bandas correspondentes as proteinas que
formam a corona proteica, as quais aparentam uma maior intensidade no periodo de incubagao
de 1h e decaem até o periodo de 48h (tanto nas NP _Br-, quanto nas NP_Br+). As bandas
identificadas no gel apresentam um peso molecular entre 45 kDa e 66,2 kDa, desta forma ¢
possivel inferir que esta banda seja referente a albumina, a proteina mais abundante no plasma

sanguineo e que possui um peso molecular de aproximadamente 66,5 kDa.

Na Figura 13, apesar de uma maior dificuldade de visualizagdo, ainda ¢ possivel

observar a presenca da formagao da corona proteica nas amostras e a sua localizagdo entre as



bandas de 66,2 e 45 kDa, assim como uma maior intensidade nas bandas das amostras referentes
as nanoparticulas positivas, corroborando com os resultados anteriores. As ultimas bandas do
marcador de peso molecular (25 kDa, 18,4 kDa e 14,4 kDa) ndo puderam ser observadas,
acredita-se que este problema ocorreu em fungdo do processo de coloragdo e descoloracao do

gel.

Apoés a realizagdo da caracterizacdo fisico-quimica e de concentragdo proteica, foi
necessario selecionado o periodo de incubagdo de 1 hora que resultou em uma maior adsorc¢ao

de proteinas para realizagdo das analises de microscopia, espectroscopia e viabilidade celular.
e. Microscopia de Forca atomica

As nanoparticulas contendo cisplatina (NP_Cist+ e NP Cis-) foram analisadas por
Microscopia de Forca Atomica (AFM) com intuito de verificar sua morfologia comparando as
mesmas antes ¢ apds a formagao da corona proteica. Na Figura 14 sio apresentadas as NP_Cis-

e na Figura 15 as NP_Cis+.
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~100 4 ~100 4

18 14

apos a formagdo da corona proteica, e (¢) Amplitude da NP_Cis- apos a formagdo da corona proteica.

Ao analisarmos a Figura 14, podemos concluir que a nanoparticula possui um formato
esférico e o mantém apos a formagao da corona proteica, além disso héd pouca variacdo em seu
tamanho. Como j& esperado, ndo ¢ possivel visualizar a corona proteica, pois o material
polimérico utilizado na sintese (PLGA) somado ao tamanho e morfologia das nanoparticulas
torna dificil sua visualizag¢ao, sendo necessarias técnicas mais rebuscadas para identificagdo da

corona proteica.
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00250
“ 00200
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Figura 14: Resultado das andlises de AFM das amostras de (a) NP_Cis- antes da formagao da corona proteica, (b) NP_Cis-
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Figura 15: Resultado das analises de AFM das amostras de (a) NP_Cis- antes da formagao da corona proteica, (b) NP_Cis-
apos a formagdo da corona proteica, e (¢) Amplitude da NP_Cis- ap6s a formagao da corona proteica.

Analisando Figura 15, € possivel perceber que quase nao hé variagdo da morfologia da
nanoparticula antes e apds a formagdo da corona proteica, havendo apenas uma pequena
variagdo de seu tamanho nessas duas condi¢des. Entretanto, diferente da imagem anterior, nesta
¢ possivel visualizarmos um ponto central na nanoparticula cercada por um revestimento, o qual
podemos inferir que se refere a corona proteica. Levando em conta esta hipotese, podemos
validar mais uma vez a informa¢ao de que nanoparticulas com carga positiva possuem uma
maior adsorc¢ao de proteinas, visto que nas NP_Cis- a corona nao pode ser identificada por esta

mesma técnica.

f. Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A anadlise por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizada a fim de caracterizar a composi¢ao quimica das amostras de nanoparticulas (NP_Br+,
NP_Br-, NP_Cis+ e NP_Cis-) antes e apos a formagdo da corona proteica. A analise de amostras
de quitosana e cisplatina serviram como base para comparagao dos grupos funcionais presentes
nas nanoparticulas. Como base tedrica para analise dos resultados foram utilizados os trabalhos
de Pavia, et al., 2010 e De Souza, 2016, sendo uma tabela baseada no primeiro, apresentada na

Figura 16.
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Frequéncia
Ligacdo Grupo Funional (cm-1)
C-H Alcanos 2850-3000
C=0 Cetonas 1705-1725
Alcoois, éteres,
Cc-0 esleres, acidos 1000-1300
carboxilicos
Acidos carboxilicos
O-H e ligagdes de 3200-3400
hidrogénio
Aminas primarias e
i 1550-1640
N-H secunQar:as 2] 3100-3500
amidas
C-N Aminas 1000-1350

Figura 16: Tabela de comparacao de frequéncia e grupos funcionais presentes na analise de FTIR. Fonte: Adaptada
de (Pavia, et al., 2010).

Na Figura 17 ¢ possivel observar os resultados obtidos com a andlise de FTIR. Na
Figura 17-a observa-se o resultado da amostra das de cisplatina, quitosana e as amostras de
nanoparticulas antes da formacdo da corona proteica. As bandas destacadas entre os
comprimentos de onda de 3100-3500 cm™ e 1550-1640 cm™ s3o condizentes as bandas de
ligagdo N-H (grupo amina). E possivel notar a banda de 3100-3500 cm™ com maior destaque
no grafico da cisplatina, j& que o grupamento amina faz parte da estrutura da cisplatina, ¢ a
mesma com menor intensidade nas NP_Cis. Nas NP_Br e na quitosana hd também uma banda
nesta regido, a qual também indica a presenca de grupos O-H (com comprimento de onda de
3200-3400), mais especificamente 4cidos carboxilicos e ligagdes de hidrogénio, os quais fazem

parte da composi¢do do PLGA (presente em todas as nanoparticulas) e da quitosana.
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Figura 17: Resultado das analises de FTIR das amostras de (a) cisplatina, quitosana e nanoparticulas antes da formagao da
corona proteica e, (b) nanoparticulas ap6s a formacao da corona proteica.

A banda destacada mostrando a regidio de ligagio C-N (comprimento de 10001350 cm')
indica a presenca de grupos amina na amostra de quitosana, porém sua deteccao nas demais
amostras, além daquelas que possuem quitosana em sua formulacdo pode ser explicada pelo
fato de que as bandas desta regido também estdo relacionadas com a presenca de ligacdes C-O

(1000-1300 cm™), esta que compdem a estrutura tanto do PLGA, quanto da quitosana.

A ligagio C=0 indicada pelas bandas de comprimento de 1705-1725 cm™! aparece em
todas as amostras de nanoparticulas, visto que na estrutura das nanoparticulas compostas por
PLGA, ha presenca da fun¢do orgénica cetona, a qual também faz parte, porém em menor
numero, da estrutura da quitosana. A ligacdo CH por sua vez foi detectada em todas as amostras
(exceto na cisplatina), pois tanto a quitosana, quanto a cisplatina (que também fazem parte das

demais amostras) possuem carbono em sua estrutura.

As nanoparticulas apos a formacao da corona proteica (como apresentado na
Figura 17-b) possuem as mesmas bandas que as nanoparticulas antes da adsor¢a@o das proteinas,
porém ¢ possivel perceber que algumas bandas aparecem com maior intensidade, como ocorre
com as bandas das ligagdes C=0O, C-N e C-H, o que pode ser explicado pela presenga de

proteinas nas amostras, que possuem em sua estrutura as fun¢des organicas amina e carboxila.



g. Microespectroscopia RAMAN

As nanoparticulas ndo revestidas com a corona proteica foram analisadas
microespectroscopia Raman, assim como a cisplatina e a quitosana, porém esta analise nao pode
ser repetida para as nanoparticulas apés a formagdo da corona proteica em fungdo de problemas
técnicos com o equipamento utilizado. Desta forma, esta analise foi utilizada para verificacdo

da estrutura quimica das amostras de nanoparticulas utilizadas neste trabalho.
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Figura 18: Resultado da analise de microespectroscopia Raman das amostras de cisplatina, quitosana e nanoparticulas antes

da formagao da corona proteica.

A Figura 18 apresenta o resultado obtido com a analise, na qual € possivel observar de
forma clara os picos nas regides de 2947 e 2998 cm™ que indicam respectivamente a presenca
de grupos CH»> e CHs, estes que fazem parte da estrutura do PLGA, assim como da quitosana.
Outra ligacdo presente na molécula do PLGA, ¢ a ligacdo C=O de grupos éster, a qual pode ser
observada na regido de 1760 cm’!, desta forma, o pico pode ser observado apenas nas
nanoparticulas, pois estas possuem a molécula de PLGA em sua formulag¢do (La Verde et al.,
2022).

J4 o pico observado no comprimento de onda de 505-522 cm! indica o estriamento Pt-
N, ligacao esta que compdem a estrutura da cisplatina, assim refor¢cando o aparecimento do pico
com maior intensidade apenas nas nanoparticulas carregadas, principalmente a NP_Cis- (Torres

et al., 2018), como indicado nos espectros acima
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h. Ensaio de citotoxicidade (MTT)

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método MTT comparando as
nanoparticulas com e sem formacao da corona proteica. As células A549 foram expostas as

NP _Br e NP_Cis positivas e negativas pelo periodo de 24h e 48h, conforme apresentado na

Figura 19.
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Figura 19: Resultado da analise de viabilidade celular em células A549 com NP_Br- ¢ NP_Cis- sem corona proteica.

Com base no resultado apresentado acima, ¢ possivel perceber a drastica reducao da
viabilidade celular com o uso da cisplatina livre mesmo em baixas concentra¢des, como 50
ug/mL. O carregamento de cisplatina por nanoparticulas de PLGA reduz seu efeito citotoxico,
tornando-o mais dependente da concentra¢do do fAirmaco e do tempo de incubacado. Para avaliar
a influéncia da formagao da corona proteica na citotoxicidade, foram escolhidos quatro valores
centrais de concentracdo (50, 100, 200 e 300 pg/mL) para aplicacdo das nanoparticulas com
corona proteica formada ap6s o periodo de incubagdo de 1h. Os resultados sdo apresentados na

Figura 20.
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Figura 20: Resultado da analise de viabilidade celular em células A549 com NP_Br-, NP_Br+, NP _Cis- e
NP_Cis+ com corona proteica. A avaliagdo estatistica dos dados foi feita por ANOVA e teste de Tukey.

Analisando-se os resultados descritos acima, ¢ possivel perceber uma redugdo de forma
geral na citotoxicidade das nanoparticulas com a presenca da corona proteica. No tempo inicial
de incubagdo de 24h todas as amostras apresentam alta viabilidade em relacdo ao controle, ja
no periodo de 48h ha uma pequena reducdo na viabilidade, porém os tais valores ainda se
mantém altos em comparacdo com o controle. Comparando-se a viabilidade entre as
nanoparticulas em ambos os periodos de incubagdo, percebe-se que os valores se mantém
proximos, com poucos grupos apresentando variacdes significativas (destacadas acima das
colunas do grafico), diferente do que ocorre com as nanoparticulas sem a corna proteica, as
quais demonstram uma grande variacao de toxicidade comparando-se as nanoparticulas com e

sem o farmaco.

De forma geral, ¢ possivel inferir que a corona proteica atua na redugdo da toxicidade
das nanoparticulas descritas neste trabalho, assim como ja abordado em outros estudos (Jafari
et al., 2020), porém mais analises devem ser realizadas com intuito de se entender como atuam
das proteinas adsorvidas na reducao da citotoxicidade. Para tal, é necessario ainda a realizacao
de testes de internalizacdo celular e liberacao de fArmaco de forma a se comparar a atuagao das

nanoparticulas com e sem a corona proteica formada.
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5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos da caracterizagdo fisico-quimica, foi possivel constatar a
influéncia da carga das nanoparticulas na adsor¢ao de proteinas, de forma geral, a partir de
analise de tamanho, potencial zeta e concentragao proteica, verificou-se que nanoparticulas com
carga superficial positiva geram maior adsor¢ao proteica, o que estd de acordo com os demais
estudos disponiveis na literatura. Estes mesmos testes, mostraram ainda que o tempo de
incubagdo das nanoparticulas em um meio multiproteico (como DMEM suplementado com
10% FBS), também gera influéncia na formagao da corona proteica. Nesses casos observou-se

uma maior adsor¢do proteica nos periodos iniciais e finais.

As analises de microscopia e espectroscopia, assim como a eletroforese de proteinas,
indicaram a presenca da corona proteica nas nanoparticulas, de forma que alguns destes
resultados mostraram ainda uma maior adsor¢ao proteica em nanoparticulas com carga positiva.
Por fim, o ensaio de MTT em células A549 demonstrou uma redugdo da citotoxicidade das
nanoparticulas com formag¢ao da corona proteica, como ja descrito em outros trabalhos, porém
os mecanismos de atuagdo das proteinas nestes fendmenos ainda devem ser elucidados, para
isso, serdo ainda realizados testes de internalizacdo das nanoparticulas e de liberagdo do

farmaco.
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