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RESUMO

As infecgdes flngicas que acometem o ser humano, na forma de infec¢des topicas ou como
infeccdes sistémicas, vém se tornando uma causa significativa de morbidade. Aliado a isso, os
antifingicos normalmente utilizados para tratar essas infeccdes t€ém apresentado resultados
terapéuticos limitados devido a efeitos colaterais toxicos, baixa eficicia e o aparecimento de
patdgenos resistentes, tornando de grande interesse o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos na drea farmacéutica. Neste sentido, o presente estudo objetivou desenvolver
uma formulacio otimizada de nanoparticulas de PLGA (poli(4cido latico-co-4cido glicdlico))
para veicular o peptideo Crotalicidina [15-34], um promissor agente antifingico derivado de
uma catelicidina da glandula de veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. As
nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de dupla emulsificacdo/evaporacio de solvente
e tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade, liberacdo e atividade antiftingica
avaliadas. O nanossistema obtido apresentou particulas homogéneas, com tamanho médio de
213,2 £ 2,00 nm, indice de polidispersividade de 0,044 + 0,04 e potencial zeta de
-16,03 + 1,20 mV, com perfeita estabilidade desses pardmetros por 30 dias a 4 °C. Uma
excelente eficiéncia de encapsulacdo foi obtida, em torno de 93,3 + 0,10 % e o perfil de
liberacdo apresentado contou com uma liberagao inicial rapida do peptideo, aproximadamente
27% nas primeiras 24 horas, seguido de uma liberacdo sustentada por pelo menos 16 dias.
Outro aspecto relevante € que as nanoparticulas potencializaram a atividade antiftingica do
peptideo quando comparado a sua forma livre, em concentragdo equivalente, representando

uma prospera abordagem terapéutica para a veiculaciao do Crotalicidina [15-34].

Palavras-chave: Nanoparticulas. PLGA. Crotalicidina [15-34]. Antifungicos.



ABSTRACT

Human fungal infections, in the form of topical infections or as systemic infections, have
become a significant cause of morbidity. In addition, the antifungal agents normally used to
treat these infections have shown limited therapeutic results due to toxic side effects, low
efficacy and the emergence of resistant pathogens, making the development of new antifungal
agents in the pharmaceutical area of great interest. In this sense, the present study aimed to
develop an optimized formulation of PLGA (poly (lactic acid-co-glycolic acid)) nanoparticles
to load the Ctn[15-34] peptide, a promising antifungal agent derived from a cathelicidin of the
venom gland of the snake Crotalus durissus terrificus. The nanoparticles were synthesized by
the double emulsion/solvent evaporation method and had their physicochemical
characteristics, stability, release and antifungal activity evaluated. The obtained nanosystem
presented homogeneous particles, with a mean size of 213.2 + 2.00 nm, polydispersity index
of 0.044 £ 0.04 and zeta potential of -16.03 =+ 1.20 mV, with perfect stability of these
parameters by 30 days at 4 °C. An excellent entrapment efficiency was obtained, around 93.3
+ 0.10% and the release profile showed a rapid initial release of the peptide, approximately
27% in the first 24 hours, followed by sustained release for at least 16 days. Another relevant
aspect is that the nanoparticles potentiated the antifungal activity of the peptide when
compared to its free form, in equivalent concentration, representing a thriving therapeutic

approach for the delivery of Ctn[15-34].

Keywords: Nanoparticles. PLGA. Ctn[15-34]. Antifungals.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes flingicas representam atualmente uma ameaca continua e séria para a
saide humana. Os individuos estdo vulnerdveis cotidianamente a uma série de infecc¢des
superficiais, cutaneas, subcutineas e sistémicas causadas por fungos, que podem variar desde
infeccoes do pé e das unhas até doencas disseminadas (GUPTA; SHARMA; CHAUHAN,
2017). As ultimas duas décadas testemunharam um aumento da incidéncia dessas infeccoes,
especialmente em pacientes imunocomprometidos ou hospitalizados (SAWANT; KHAN,
2017).

Atualmente, quatro classes principais de agentes antifingicos (azdis,
equinocandinas, polienos e andlogos da pirimidina) sdo usadas por via oral, topica ou
intravenosa para o tratamento de infec¢des fungicas, além da classe das alilaminas e outros
compostos (CAMPOY; ADRIO, 2017). Apesar do potencial terapéutico, muitos desses
agentes t€m apresentado resultados limitados, em virtude de efeitos colaterais téxicos, baixa
eficacia e surgimento de patdgenos resistentes (WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON,
2013). Mesmo com o aumento da incidéncia de infec¢Oes fungicas e das restricdes dos
antifiingicos existentes, apenas alguns novos agentes terapéuticos foram introduzidos nos
ultimos anos (CIOCIOLA et al., 2016). Tais condi¢des ressaltam a importancia da busca por
novos compostos € novos alvos antifingicos, juntamente com o aprimoramento das
formulacdes existentes, a fim de se alcancar melhorias da terapia atual (SOUZA; AMARAL,
2017).

A descoberta de peptideos antimicrobianos (PAMs) de ocorréncia natural
despertou crescente atengdo na busca por novos agentes antifliingicos devido as suas
propriedades unicas (CIOCIOLA et al., 2016) como atividade antimicrobiana de amplo
espectro e baixa tendéncia de induzir resisténcia microbiana (ALMAAYTAH et al., 2017). O
peptideo Crotalicidina (Ctn) € um PAM promissor do grupo das catelicidinas recentemente
descrito, oriundo da glandula de veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. Esse
peptideo e especialmente a sua fracdo Ctn[15-34] demonstraram excelente atividade contra
bactérias, fungos, e também células tumorais. Essa fracdo, inclusive, reduziu a toxicidade do
Ctn contra células eucaridticas sauddveis, ao passo que a fracdo Ctn[1-14] perdeu as
propriedades terapéuticas do peptideo original. Assim, Ctn[15-34] surge como o peptideo
mais interessante derivado do Ctn, mais até que este proprio, do ponto de vista terapéutico,

podendo vir a ser uma estratégia atraente aos agentes antifungicos convencionais (FALCAO
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et al., 2015; CAVALCANTE et al., 2016).

Apesar de promissores, 0s PAMs tém aplicagdo terapéutica limitada em virtude de
sua baixa biodisponibilidade, suscetibilidade a degradacdo de proteases e potencial
toxicidade. A veiculagdo desses compostos utilizando nanotecnologia pode representar uma
abordagem inovadora para superar esses impedimentos, com capacidade de minimizar a
toxicidade dos peptideos em células de mamiferos, protegendo-os de protedlise e de
interagcdes indesejadas com fluidos bioldgicos, e assegurando uma liberacdo controlada e
duradoura das moléculas carreadas (SANDRESCHI et al., 2016). A eficicia de agentes
antimicrobianos também pode ser melhorada quando estes agentes sdo nanocarreados (ZAZO;
COLINO; LANAO, 2016).

Recentemente, varios PAMs foram incorporados em diferentes formas de
nanoestruturas. Entre estas, as nanoparticulas poliméricas representam a aplicagdo mais
comum e sdo consideradas como a abordagem mais promissora para a veiculacdo terapéutica
desses peptideos (ALMAAYTAH et al., 2017), em especial as nanoparticulas poliméricas a
base de poli (4cido lactico-co-glicdlico), o PLGA (ALLAHYARI; MOHIT, 2016). Este
polimero tem ganhado importante destaque para aplicagdo biolégica devido a sua
biodegradabilidade, seguranga e biocompatibilidade, além de ser um dos poucos polimeros
sintéticos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico humano
(VYSLOUZIL et al., 2014).

Neste cendrio, levando em conta o impacto das infeccdes fungicas no mal-estar e
na saude humana, a necessidade de se ampliar cada vez mais o arsenal de possibilidades
terapéuticas contra essas doencgas, a excelente atividade antifingica ja documentada de
Ctn[15-34] e todas as vantagens das nanoparticulas poliméricas para veiculacdo de peptideos
bioativos, o presente trabalho visa desenvolver e avaliar a atividade antifungica de
nanoparticulas de PLGA carregadas com Ctn[15-34]. Bons resultados ja foram obtidos com a
incorporagdo de diversos peptideos e proteinas em nanocarreadores, mas nenhum desses
achados trata do carreamento do peptideo Ctn ou de seus derivados. Assim, hipotetizou-se
que Citn[15-34] poderia ser eficientemente incorporado em nanoparticulas de PLGA e teria
suas propriedades terapéuticas melhoradas. E a primeira vez que essa abordagem é realizada e

avaliada para esse peptideo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infeccoes fiingicas

No inicio dos anos 90 foi relatado um aumento do nimero de infec¢des graves
causadas por fungos patogénicos e oportunistas (GUPTA; SHARMA; CHAUHAN, 2017). As
infeccdes fingicas acometem o ser humano na forma de infec¢des topicas da pele e das
membranas mucosas ou, mais seriamente, como infecgdes invasivas e sistémicas de 6rgdos
internos. Estima-se que cerca de 20 a 25% da populacio humana sofram de micoses
superficiais, estas infeccdes fazem parte das principais razdes para visitas de pacientes a
dermatologistas. Além disso, infec¢des flingicas invasivas pode ser uma causa significativa de
morbidade e mortalidade em pessoas imunocomprometidas. Estima-se que o numero de
mortes resultantes de infec¢des flingicas invasivas seja de um milhdo e meio de pessoas por
ano (SOLIMAN, 2017). Essas infec¢des tendem a ocorrer mais frequentemente como
infeccOes oportunistas em pacientes com um sistema imunoldgico enfraquecido, como
pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, diabetes mellitus ou leucemia,
ou em pacientes que receberam terapia imunossupressora ou quimioterapia (QIU et al., 2015).

Além da relevante morbidade e mortalidade causada por essas doencas, elas
também estdo associadas a custos médicos diretos e substanciais que impdem uma carga
econdmica consideravel ao sistema de satde. Nos Estados Unidos, o custo total estimado das
hospitaliza¢des por doengas fingicas em 2014 foi de US $ 4,6 bilhdes. Especificamente, 84%
dos custos totais e 48% das hospitalizagdes por infeccdes por Candida foram devido a
candidiase invasiva. Pacientes com infec¢des invasivas incorrem em custos adicionais,
passam por internacdes mais longas e t€m taxas de mortalidade mais altas do que pacientes
semelhantes sem essas doengas. Ja as consultas ambulatoriais custaram cerca de US $ 2,7
bilhdes, sendo que mais da metade delas foram devido a infeccdes por dermatdfitos
(4.981.444 consultas), resultando em um custo nacional de US $ 821 milhdes. E possivel
ainda que esses resultados subestimem seus verdadeiros custos, porque eles sdo
subdiagnosticados (BENEDICT et al., 2018).

As infeccdes superficiais sdo especialmente causadas por espécies de Candida,
Malassezia, Trichosporon e Hortae, que infectam o epitélio queratinizado, os foliculos
capilares e o aparelho ungueal (KAUSHIK; PUJALTE; REESE, 2015). Enquanto que as

infec¢des invasivas sdo frequentemente causadas por patogenos de levedura, como Candida e
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Cryptococcus, fungos filamentosos como Aspergillus, Fusarium ou Mucor, ou menos
frequentemente fungos dimorficos, incluindo Coccidioides, Blastomyces ou Histoplasma
(CHANG et al., 2017).

Atualmente, alguns tipos de farmacos, como os polienos (anfotericina B,
nistatina), azoéis (clotrimazol, miconazol, cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol), equinocandinas (caspofungina, micafungina, anidulafungina), andlogos da
pirimidina (flucitosina) e outros, estdo disponiveis para tratar as diversas infec¢des causadas
por fungos (KAUSHIK; PUJALTE; REESE, 2015; CARMONA; LIMPER, 2017). No
entanto, essas substincias tém vdrias desvantagens em termos de toxicidade, espectro de
atividade, seguranca e propriedades farmacocinéticas (CAMPOY; ADRIO, 2017). Devido a
esses fatores, tem-se procurado melhorar o tratamento utilizando diferentes abordagens, tais
como obtencdo de efeito sinérgico, através da combinacdo de agentes antifiingicos,
desenvolvimento de novas formulagdes e utilizagdo de carreadores nanoparticulados. Reduzir
a toxicidade, aumentar a biodisponibilidade, melhorar o espectro antifiingico e combater a
resisténcia sdo esfor¢os que devem aumentar a eficacia dos antifingicos disponiveis, a medida
que novos compostos € novos alvos antifingicos sao identificados (SCORZONI et al., 2017).

Os resultados terapéuticos limitados, em especial o surgimento de cepas
resistentes aos antifingicos atuais, tém levado grandes esfor¢os ao desenvolvimento de novos
farmacos, com diferentes mecanismos de acdo que alvejem a biossintese de proteinas, lipidios
e a parede celular de fungos. Historicamente, a abordagem mais comum para a identificacao
de moléculas antiftingicas tem sido rastrear grandes bibliotecas de pequenas moléculas
sintéticas ou produtos naturais. De fato, duas classes de farmacos antifiingicos aprovados,
equinocandinas e polienos, foram descobertas por triagem de produtos naturais (CAMPOY;

ADRIO, 2017).

2.2 Peptideo Crotalicidina

Um conjunto promissor de compostos que poderia formar a base para uma nova
classe de agentes terapéuticos sdo os peptideos antimicrobianos (PAMs). Trata-se de
peptideos que estdo presentes naturalmente no sistema de defesa dos organismos vivos,
dotados de atividade contra bactérias, fungos, protozodrios e virus. Esses compostos exercem
seu efeito antimicrobiano principalmente por romper membranas bioldgicas, levando a

despolarizacdo, lise € morte celular. Os PAMs s3o geralmente pequenos (10 a 50
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aminodcidos), catidnicos (carga total de +2 a +9) e possuem vdrios residuos hidrofébicos para
facilitar sua interacdo nas membranas lipidicas (WANG et al., 2015). Porém, outros
mecanismos de acdo ainda permanecem discutiveis. Estudos recentes apontaram que os
PAMs poderiam ainda atuar sobre alvos intracelulares, tais como em 4cidos nucléicos e/ou na
sintese proteica, e em organelas, como as mitocondrias, onde a apoptose poderia ser iniciada.
Assim, devido o amplo espectro de atividade e menor probabilidade de induzir resisténcia, a
aplicagcdo prospectiva terapéutica de peptideos antimicrobianos tem recebido grande atencao,
visando torna-los uma alternativa atraente aos antibidticos convencionais (CAVALCANTE et
al., 2016).

Diversos peptideos antimicrobianos ja foram encontrados em uma gama de
animais como abelhas, formigas, escorpides, caracdis marinhos, serpentes, aranhas, lacraias e
vespas, € juntos somam cerca de 170 compostos ativos contra bactérias, fungos, protozodrios,
e/ou virus, com poténcia considerdvel e concentracdo inibitéria minima (CIM)
suficientemente baixa. Um fator limitante para muitos desses peptideos € a acdo inespecifica
em outros sistemas bioldgicos, podendo apresentar atividade hemolitica em doses especificas,
por exemplo, necessitando de estratégias adicionais para tornd-los vidveis para a terapia
antimicrobiana (PRIMON-BARROS; J OSE MACEDO, 2017).

As catelicidinas estdo entre os integrantes mais importantes dos PAMs.
Encontram-se distribuidos em diversas espécies animais, desde lampreias primitivas aos seres
humanos, e possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana. O LL37 € o tnico peptideo
antimicrobiano da familia das catelicidinas identificado em humanos até agora. Precursores
dessa classe foram relatados em glandulas de veneno de serpentes da América do Sul. Esses
precursores, denominados coletivamente vipericidinas, foram deduzidos por andlise de
bibliotecas de cDNA de glandulas do veneno, sintetizadas e testadas contra bactérias,
mostrando excelente atividade especialmente contra espécies Gram-negativas (FALCAO et
al., 2014).

Uma dessas vipericidinas, o peptideo Crotalicidina (Ctn), oriundo do veneno da
cascavel sul-americana Crotalus durissus terrificus, apresentou atividade antibacteriana
bastante efetiva contra cepas padroes e clinicas de Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, com a CIM muitas vezes inferior a
do antibidtico gentamicina, utilizado como controle no teste. O peptideo Ctn também teve sua
atividade antitumoral comprovada, mas, por outro lado, demonstrou toxicidade também

contra fibroblastos e eritrécitos humanos limitando o potencial terapéutico desse peptideo
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(FALCAO et al., 2015).

Para melhor explorar as regides minimamente bioativas, o Ctn teve sua estrutura
dissecada em dois fragmentos denominados Ctn[1-14] e Ctn[15-34] (Figura 1). Os fragmentos
foram preparados como C-terminal carboxamidas e, assim como o peptideo original, foram
obtidos por sintese em fase sélida com alta pureza (> 95% por HPLC - High Performance
Liquid Chromatography) e com caracteristicas estruturais (tabela 1) e atividades bioldgicas
distintas. Mesmo mantendo a estrutura a-helicoidal do Ctn, o Ctn[1-14] perdeu a atividade
antibacteriana e anticancerigena do peptideo original. Por outro lado, o fragmento Ctn[15-34],
apesar de ter mais de 40% de reducdo de tamanho em relacdo ao Ctn, manteve as
propriedades antibacterianas, apresentando um perfil antimicrobiano apenas ligeiramente
inferior ao do peptideo original, e novamente melhor que o controle gentamicina em termos
de CIM contra Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii e
Streptococcus pyogenes. O Ctn[15-34] também manteve as propriedades anticancerigenas e,
além disso, reduziu a toxicidade do Ctn contra células eucaridticas saudaveis (FALCAO et

al., 2015).

Figura 1 — Estrutura tridimensional do peptideo crotalicidina e dos

seus fragmentos, Ctn[1-14] e Ctn[15-34]

Crotalicidin

g
ORAR ——

Ctn [1-14] Ctn [15-34]

Fonte: Adaptado de Falcdo et al. (2015).

Cavalcante et al. (2016) também avaliaram a atividade antifungica de Ctn,
Ctn[1-14] e Ctn[15-34] contra diferentes leveduras oportunistas e cepas de dermatoéfitos. O
Ctn foi o peptideo mais ativo contra dermatéfitos e novamente mais toxico para células

eucaridticas, confirmando sua baixa seletividade. J4 os fragmentos, especialmente o
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Ctn[15-34], foram menos téxicos e mais ativos contra leveduras, porém o Ctn[1-14]
apresentou apenas uma atividade anti-levedura intermedidria. A citotoxicidade contra células
renais humanas e a atividade hemolitica do Ctn[15-34] foram inferiores, inclusive, que a da
anfotericina B, um importante antifingico usado na clinica, compensando a atividade
anti-levedura levemente mais baixa do peptideo comparado a esse antibidtico. Destaca-se
também a atividade sinérgica entre esses peptideos e a anfotericina B, com consequente

redugdo da CIM de ambos, farmaco e peptideo, especialmente do Ctn[15-34].

Tabela 1 — Estrutura priméria e propriedades fisico-quimicas do peptideo crotalicidina e dos

seus fragmentos, Ctn[1-14] e Ctn[15-34]

Peptideo Sequéncia® Massa Pureza® Carga? Hidrofobocidade Momento
Molecular® H* Hidrofobico, pH®
Crotalicidin " " — 41:;1:11 08% -+ 16 0.263 0,440
(Ctn)  KRFKKFFKKVKKSVEKRLKKIFKKPMVIGVTIPF (4151.39)
Cin[1-14] KRFEKKFFEEVEESV T 96% +9 -0.012 0,763
(1797,31) ' : ;
g & . 237110 .
Cin [15-34] KKRLKKIFKKPMVIGVTIPF Q37111) 98% +8 0455 0311

Fonte: Adaptado de Falcdo et al. (2015).

*asterisco (*) indica locais de clivagem putativos de elastase (http://web.expasy.org/peptide_cutter/). Peptideos
si0 amidas C-terminais. °Determinado por LC-MS. Massa tedrica, entre parénteses, de
(http://www.innovagen.se/custom-peptide-synthesis/peptide-property-calculator/peptide-propertycalculator.asp).
“Por HPLC analitico. “Em pH neutro, de (http://www.innovagen.se/custom-peptide-synthesis/peptide-
propertycalculator/peptide-property-calculator.asp). °A partir de (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).

Assim, do ponto de vista terapéutico, Ctn[15-34] acaba por ser o peptideo mais
interessante derivado do Ctn, mais até que este proprio, com propriedades anti-infecciosas e
antitumorais promissoras, além de ser menos toxico para células sauddveis. O principal
mecanismo estudado do Ctn[15-34] envolvido na atividade antifingica contra cepas clinicas e
padrées de C. albicans foi a ruptura da membrana celular da levedura, confirmada por
vazamento de lactato desidrogenase e biomarcadores de morte celular mediada por necrose.
Outros mecanismos também podem estar envolvidos, mas ainda ndo foram abordados

(CAVALCANTE et al., 2017).

2.3 Peptideos naturais como agentes terapéuticos

Proteinas e peptideos terapéuticos sio muito atraentes do ponto de vista
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farmaceéutico, devido a sua alta poténcia e seletividade (SANTALICES et al., 2017). Mais de
7.000 peptideos que ocorrem naturalmente foram identificados, e estes frequentemente tém
papéis cruciais na fisiologia humana, incluindo atua¢cdes como hormonios,
neurotransmissores, fatores de crescimento, ligantes de canal i6nico ou agentes anti-
infecciosos (FOSGERAU; HOFFMANN, 2015). Porém, isso reflete apenas uma pequena
parte da diversidade quimica presente nesses organismos, estima-se que ha muito potencial
ainda para ser aproveitado (KING, 2011). Os peptideos podem representar uma fonte
ilimitada de estruturas tnicas para o design racional de novos compostos terapéuticos,
podendo ser utilizados sozinhos, em sinergia com farmacos existentes, ou conjugados a outros
compostos (CIOCIOLA et al., 2016).

Farmacos derivados de peptideos ou proteinas animais ja foram aprovados pela
FDA para o tratamento de diversas condi¢cdes médicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2
(exenatide — Byetta®, derivado do veneno do mostro de gila Heloderma suspectum)
(ROBINSON; SAFAVI-HEMAMLI, 2017), hipertensdo arterial (captopril, derivado do veneno
da serpente Bothrops jararaca) (HORTA et al., 2016), disturbios da hemostasia (tirofiban -
Aggrastat®, derivado do veneno de Echis carinatus (KOH; KINI, 2012), eptifibatide -
Integrillin®, derivado do veneno de Sistrurus miliarius barbouri (SAJEVIC; LEONARDI;
KRIZAJ, 2011), e bivalirudin - Hirulog®, derivado da saliva da sanguessuga medicinal Hirudo
medicinalis (PENNINGTON; CZERWINSKI; NORTON, 2018) e dor cronica (ziconotide —
Prialt®, derivado do veneno do caracol marinho Conus magus) (SADEGHI et al., 2017).
Virios outros peptideos animais estdo atualmente em desenvolvimento pré-clinico ou em
estudos clinicos e tém potencial para tratar uma gama de outras condi¢des clinicas, dentre elas
o cancer, acidente vascular cerebral e doenca autoimune (ROBINSON et al., 2017).

Apesar do alto potencial do desenvolvimento de peptideos como novos farmacos,
uma série de limitacdes acompanham esses compostos, dificultando o processo de converte-
los em agentes terapéuticos. Estabilidade baixa, meia vida curta e biodisponibilidade oral
reduzida sdo algumas dessas barreiras (YE; CHI, 2018). A toxicidade muitas vezes também
pode ser um fator limitante para peptideos derivados de veneno (SAHA et al., 2014), e essa
caracteristica ja foi responsavel pela descontinuagdo do estudo de muitas dessas substincias
(PENNINGTON; CZERWINSKI; NORTON, 2018). Uma estratégia promissora que vém
sendo desenvolvida para contornar esses inconvenientes € a incorporagdo dessas moléculas
em nanocarreadores. Estas plataformas de liberagdo sdo capazes de superar as limitagdes e

aumentar a eficdcia e utilidade de compostos peptidicos (JALLOUK et al., 2015).
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2.4 Nanotecnologia como estratégia para a veiculacao de farmacos

2.4.1 Aspectos gerais

A nanotecnologia € definida como o desenho, caracterizacdo, produgdo e
aplicacdo de materiais, dispositivos e sistemas cuja forma e tamanho se encontram em
nanoescala (RAMSDEN, 2018). Numerosas defini¢des de nanomateriais foram propostas por
vdrias organizacdes governamentais, industriais e de padronizacdo. Essas defini¢des sdo
frequentemente inconsistentes em seus elementos e escopo, o que pode levar a confusdo na
determinacdo se um material € ou ndo considerado um nanomaterial. Por convengdo,
1 a 100 nm € a faixa de tamanho mais comumente usada em referéncia a nanomateriais, mas
ndo hd linha que demarque claramente a nanoescala de uma perspectiva quimica ou biolégica.
A extremidade superior de 100 nm € um corte arbitrdrio, pois o comportamento dependente
do tamanho dos materiais ndo comeca ou encerra abruptamente a 100 nm. Muitas
propriedades caracteristicas da nanoescala, como a solubilidade, a dispersdo da luz e os
efeitos da area de superficie, sdo caracteristicas previsiveis e continuas dos materiais a granel.
Em uma tentativa de incluir todas as caracteristicas importantes, algumas autoridades
expandiram a faixa superior da nanoescala para bem mais além de 100 nm (BOVERHOF et
al., 2015).

A nanotecnologia pode ser muito util no direcionamento de medicamentos e na
terapéutica para prevencdo, diagnostico e tratamento de doencas. Nanocarreadores tém sido
extensivamente estudados como sistemas de liberacdo ndo s6 de farmacos convencionais, mas
também sdo capazes de transportar outras moléculas terap€uticas, como peptideos, proteinas,
anticorpos, ou até mesmo dcidos nucleicos (SOUSA et al., 2019). Esses sistemas sdo atrativos
especialmente em virtude de apresentarem tamanho submicronico e elevada area de superficie
em relagdo ao volume. Tais caracteristicas conferem diferengas-chave em comparagdo com
materiais convencionais, incluindo alteracdes nas propriedades bioquimicas, magnéticas,
opticas e eletronicas (CHEN; RIVIERE, 2016), resultando também em propriedades
diferenciadas na entrega de farmacos (LEE; YUN; PARK, 2015).

Diferentes variedades de nanocarreadores, compostos de varios tamanhos, formas
e excipientes, com numerosas substancias quimicas e propriedades ja foram formulados

(AKHTAR; VERMA; PATHAK, 2015). Lipossomas, micelas, nanocarreadores poliméricos
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(nanocdpsulas e nanoesferas), dendrimeros, hidrogéis, nanocarreadores metalicos, pontos
quanticos, nanocarreadores ceramicos, nanocarreadores a base de carbono, exossomos e virus
(SOUSA et al., 2019), além de nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) e carreadores lipidicos
nanoestruturados (CLN), sdo exemplos de carreadores nanotecnoldgicos ja estudados para
veiculacdo de farmacos (WILCZEWSKA et al.,, 2012), alguns deles ilustrados a seguir
(Figura 2). Nessas estruturas as substancias ativas podem ser carreadas aprisionadas no
interior da matriz, distribuida nesta e/ou fixadas na superficie (PARVEEN; MISRA; SAHOO,
2012).

Figura 2 — Representacdo esquemdtica de alguns tipos de

nanocarreadores usados para a veiculagao de medicamentos
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Ponto Quantico Fulereno

® Farmaco

Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2019).

2.4.2 Nanoparticulas poliméricas a base de PLGA

2.4.2.1 Definigdo e polimeros comumente utilizados

Dentre os diferentes tipos de nanocarreadores, as nanoparticulas poliméricas t€ém
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se destacado como plataformas de veiculacdo de agentes terapéuticos. Essas estruturas podem
ser distinguidas em dois tipos principais: nanocdpsulas e nanoesferas (Figura 2). As
nanocdpsulas se caracterizam por uma estrutura vesicular que atua como reservatorio para os
ativos carreados, em que estes permanecem no nucleo liquido aquoso ou nao aquoso, envoltos
pela camada polimérica solidificada. Por outro lado, as nanoesferas se apresentam como uma
massa sOlida esférica de polimero em que os ativos estdo dispersos em toda a matriz
polimérica, tanto no nucleo da particula como adsorvido a sua superficie (EL-SAY;
EL-SAWY, 2017).

As nanoparticulas poliméricas sdo formadas por polimeros como poli(dcido
lactico) (PLA), PLGA, poli(e-caprolactona) (PCL), quitosana, alginato ou gelatina (BANIK;
FATTAHI; BROWN, 2015). Destes, o PLGA € o que mais tem se destacado no
desenvolvimento de medicamentos. Este polimero pode conferir caracteristicas de liberagdao
prolongada as formulagdes, é passivel de modificacdes na sua superficie favorecendo
interacdes bioldgicas eficazes, protege farmacos da degradacdo, pode alcangar 6rgdos ou
células especificas e sobre ele ha preparacdes bem descritas e abordagens de sintese de acordo
com vérios tipos de farmacos, desde moléculas pequenas hidrofilicas ou hidrofébicas a
macromoléculas (MIR; AHMED; REHMAN, 2017).

O PLGA ¢ um copolimero sintético composto por mondmeros de dcido glicélico
(4cido 2- hidroxietandico) e &acido lactico (4cido 2-hidroxipropandico). E biodegradével,
biocompativel e aprovado pela FDA e pela European Medicines Agency (EMA) para sistemas
de veiculacdo de farmacos. Em meio aquoso, o PLGA € submetido a hidrdlise de suas
ligacdes éster (Figura 3), resultando em um grupo OH e um grupo COOH por cada ligacao
hidrolisada (MIR; AHMED; REHMAN, 2017). Estes fragmentos resultantes sdo ainda
degradados para produzir novamente 4cido latico e 4cido glicdlico, derivados também
biodegraddveis e ndo toxicos, que sao biologicamente inertes para as células em crescimento e
sdo eliminados do corpo através de vias metabdlicas comuns, tornando esse material um
candidato atraente para utilizacdo em nanomedicina (YE; CHI, 2018).

A razdo molar dos componentes individuais dos mondOmeros (lactideo e
glicolideo) na cadeia polimérica influencia diretamente muitas propriedades do PLGA, tais
como grau de cristalinidade, resisténcia mecanica, comportamento de intumescimento,
temperatura de transi¢ao vitrea e capacidade de hidrélise. Neste sentido, a fim de se alcancar
resultados especificos, varias marcas de PLGA estdo disponiveis em diferentes proporcdes de

acido lactico e acido glicdlico, a exemplo, 50:50, 65:35, 75:25, 85:15. Estruturas baseadas em
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PLGA t€m sido extensivamente estudadas para a veiculacio de uma grande variedade de
agentes terapéuticos, incluindo macromoléculas (como fatores de crescimento humanos,
peptideos, genes, antigenos, etc.) e farmacos comparativamente menores (hidrofilicos ou
hidrofébicos) (MIR; AHMED; REHMAN, 2017). A substancia ativa pode ser incorporada as
nanoparticulas de duas formas, através da sua adi¢do no momento da producdo, ou pela sua
absor¢do/adsorcao apds a sintese, incubando a nanoestrutura com uma solucdo concentrada da

substiancia (KUMAR et al., 2017).

Figura 3 — Hidr6lise do PLGA
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Fonte: Adaptado de Noviendri (2014).
2.4.2.2 Estratégias de formulagdo

Nanoparticulas poliméricas podem ser formulados a partir de diversos tipos de
materiais e metodologias, sendo preferidos aqueles biocompativeis e com reduzido potencial
para induzir toxicidade aos sistemas bioldgicos (PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012). Os
métodos, em geral, sdo divididos em duas categorias principais, bottom-up e top-down. A
primeira baseia-se em uma abordagem construtiva, em que as nanoestruturas sdo formadas a
partir da unido de substancias menores e mais simples. J4 a outra, ao contrario, consiste numa
abordagem destrutiva, na qual substincias maiores sdo quebradas em menores e convertidas
em nanoestruturas (KHAN; SAEED; KHAN, 2017). Assim, procedimentos como
emulsdo/evaporacdo de solvente, nanoprecipitacdo, salting-out, tecnologia de fluido
supercritico e didlise podem ser utilizados para formular nanoparticulas a partir de polimeros
pré-formados. Por outro lado, utilizando mecanismos como polimeriza¢do radical controlada,
emulsdo, emulsdo livre de surfactante, miniemulsdo, microemulsdo e polimerizagdo
interfacial, nanoparticulas sdo formados pela polimerizacdo de monOmeros menores

(EL-SAY; EL-SAWY, 2017).
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De modo geral, o método ideal produziria nanoparticulas com uma distribui¢ao de
tamanho estreita e com populacdo unimodal, alta taxa de incorporacdo do farmaco,
capacidade de controlar o conteido de farmaco de forma eficaz em uma ampla faixa, e
relativa facilidade de produgao de particulas (BUDHIAN; SIEGEL; WINEY, 2007).

Se tratando do carreamento de fairmacos altamente hidrofilicos, como peptideos e
proteinas, o método de emulsdo dupla/evaporacdo do solvente é um dos mais adequados,
aplicavel tanto em escala de laboratério como industrial (MOHAMMADI-SAMANI;
TAGHIPOUR, 2014). Também conhecido como método A/O/A, esta estratégia confere maior
protecdo e maior eficiéncia de encapsulacdo a peptideos e proteinas (CHEREDDY et al.,
2014, IQBAL et al., 2015). No procedimento (Figura 4), uma solu¢cdo aquosa contendo o
ativo é emulsionada em uma fase orginica contendo um polimero, como o PLGA. A seguir
uma nova emulsdo € formada adicionando a emulsao primdria a uma solucao aquosa contendo
um agente estabilizante/surfactante, formando a emulsdo dupla, seguida da evaporacdo do
solvente organico (SHARMA et al., 2016). Os dois processos de emulsificagdo requerem o
uso de fontes de alta energia (homogeneizacio, sonicacdo ou vortex de alta velocidade no

caso de pequenos volumes) (SANTALICES et al., 2017).

Figura 4 — Visdo esquematica do procedimento de emulsdao dupla/evaporacdo de solvente para

a produc¢do de nanoparticulas poliméricas carregadas com ativos hidrofilicos
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Fonte: Adaptado de Pagels e Prudhomme (2015).

Os surfactantes sdo amplamente utilizados durante a formulagdo de sistemas de
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liberacdo de farmacos nanoparticulados, pois estabilizam as emulsdes formadas durante a
sintese de particulas, impedem a agregacdo das mesmas, além de influenciar diversos outros
aspectos dessas estruturas. O dlcool polivinilico (PVA) € um estabilizante comumente
utilizado para a preparagdo de sistemas poliméricos biodegraddveis. Apresenta um excelente
perfil de seguranca e fornece reprodutibilidade e controle sobre a estabilidade, tamanho e
distribuicao de tamanho e encapsulamento do farmaco (YANG et al., 2014).

O PVA ¢ obtido por polimerizacdo viaradical livre do acetato de vinila,
resultando em poli(acetato de vinila) (PVAc), seguido por um processo de hidrélise dos
grupos acetato localizados ao longo de cadeias. Devido ao fato de que essa reacdo nem
sempre ¢ completa, o PVA pode ser obtido com diferentes graus de hidrélise, de parcialmente
até totalmente hidrolisado (TEODORESCU; BERCEA; MORARIU, 2019). Atualmente,
encontram-se disponiveis PVAs de diferentes composi¢des, com diferentes percentuais de
hidrdlise, os quais, dependendo de sua estrutura e mistura estereoquimica, influenciam em
propriedades especificas do produto final, refletindo na capacidade de absorcdo de dgua e
disposicdo da estrutura tridimensional do produto (ALCANTARA et al., 2010).

Nanoparticulas com diferentes caracteristicas podem ser obtidas através da
variacdo de diversos parametros do processo de formulacao, tais como o tipo e a concentragao
do polimero, o estabilizante e a sua concentrac¢io utilizada, o tipo e o volume do solvente
orgadnico, a concentracdo do farmaco na fase aquosa interna, o instrumento € o tempo
utilizado para unir as fases, além da forma de evaporacao do solvente (CRUCHO; BARROS,
2017). Alterando o método de sintese ou funcionalizando a superficie, por exemplo, €
possivel projetar nanocarreadores sob medida para alcancar propdsitos especificos da

administracao de medicamentos (DING; LI, 2017).

2.4.2.3 Avaliagdo fisico-quimica

Atualmente, ndo existem metodologias padronizadas ou protocolos da FDA ou de
outros 6rgdos regulatérios para a caracterizagdo de nanocarreadores. No entanto, € bem
conhecido que as interacdes fisiolégicas dessas estruturas dependem diretamente das suas
propriedades fisico-quimicas (CRUCHO; BARROS, 2017). Apdés a administracio em um
sistema bioldgico, ou descarga no meio ambiente, o destino e o impacto desses nanomateriais
serdo determinados por suas interacdes com as moléculas circundantes (CHEN; RIVIERE,

2016). E imprescindivel, entdo, entender caracteristicas como tamanho, propriedades de


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/polymerization
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/hydrolysis

26

superficie, estabilidade, capacidade de incorporacgdo e de liberacdo dos farmacos, ja que esses
fatores podem influenciar diretamente o comportamento desses compostos (LIN et al., 2014,
KUMAR et al., 2017). Além disso, € muito importante ter uma compreensdo da
reprodutibilidade e escalabilidade do processo de fabricagao (BOBO et al., 2016).

O tamanho € um fator crucial que regula a circulagdo de nanoestruturas na
corrente sanguinea, penetracdo através de barreiras bioldgicas, direcionamento a locais
especificos e indugdo de respostas celulares (LIN et al., 2014), sendo o parametro mais
importante para avaliar a capacidade de captacdo celular e transporte in vivo. No geral,
nanoparticulas esféricas de tamanho na faixa de 200 nm sdo capazes de ser internalizadas
pelas células, ao contrario de nanoparticulas maiores, que exigem maior energia para a
captacao celular (ZHAO et al., 2016).

Além do tamanho, a distribuicio do tamanho das particulas também é uma
propriedade importante, determinada pelo indice de polidispersividade (IPD) (FECZKO et al.,
2011b). Seu valor numérico varia de 0,0 a 1,0, para uma amostra perfeitamente uniforme ou
altamente dispersa, respectivamente. Para nanoparticulas poliméricas, valores de IPD iguais
ou menores a 0,2 sdo considerados satisfatérios (DANAEI et al., 2018). O tamanho das
particulas € altamente dependente do tipo de instrumento e energia aplicada durante a mistura
das fases orginica e aquosa. Adicionalmente, a concentracio do polimero e o tipo e
quantidade de estabilizantes adicionados a formulacdo podem afetar a distribuicdo do
tamanho de particula (SANTALICES).

Outra caracteristica a considerar € a propriedade de superficie das particulas. A
maioria delas adquire uma carga elétrica de superficie quando posta em contato com um meio
aquoso, devido, principalmente, a dissolu¢do de fons e a ionizacdo de grupos na sua
superficie. Essa carga superficial influencia a distribuicao de fons presentes no meio aquoso,
ou seja, fons de carga oposta a da superficie, denominados de contra fons, sdo atraidos em
direcdo a superficie da particula. O resultado é a formacdo de uma dupla camada elétrica. As
duas partes da dupla camada estdo separadas por um plano, o plano de Stern. Além dos ions
na camada de Stern, certa quantidade de solvente também estard ligada aos fons e a superficie
carregada. Essa camada solvatante € mantida junto a superficie, e as bordas dessa camada,
chamada de superficie ou plano de cisalhamento, representam a fronteira de movimento
relativo entre o sélido e o liquido. O potencial neste plano de cisalhamento é chamado de
potencial zeta, {, ou potencial eletrocinético (AULTON, 2005). Esta medida expressa a

diferenca potencial entre o meio de dispersdo e a camada estaciondria de fluido ligado a
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particula dispersa, sendo usualmente medido em milivolt (mV) (HONARY; ZAHIR, 2013a).
Dependendo do polimero e da modificacdo da superficie, podem ser alcancados valores de
potencial zeta positivos, neutros ou negativos (DANHIER et al., 2012).

O potencial zeta € frequentemente utilizado para prever a estabilidade coloidal de
particulas carregadas em suspensdao. Um alto valor absoluto de potencial zeta resultard em
repulsdo eletrosttica suficiente entre as particulas, reduzindo a aglomeracdo, e, portanto,
aumentando a estabilidade coloidal das suspensdes. Valores acima de 30 mV sdo geralmente
necessarios para prover uma estabilizacdo eletrostdtica satisfatéria, embora a estabilizacdo
estérica possa suplementar uma estabilizacdo eletrostdtica relativamente baixa
(NUCHUCHUA et al.,, 2017). Na estabilizacdo estérica, polimeros do revestimento da
particula s@o suficientes para manter as particulas separadas por repulsdes estéricas entre as
camadas de polimero, nessas separacdes as forcas de van der Waals sdo muito fracas para
fazer com que as particulas adiram (Figura 5) (MALVERN INSTRUMENTS LIMITED,
2017). A carga superficial também pode ter efeito na ligacdo de particulas a receptores e na
penetracdo de barreira fisiologicas (LIN et al., 2014). Além disso, pode ser usada para
determinar se um material ativo incorporado encontra-se no centro da nanoparticula ou na

superficie (SARAVANAN et al., 2017).

Figura 5 — Mecanismos de estabilizacdo estérica e

eletrostética de particulas dispersas

Estabilizacao estérica Estabilizacao eletrostatica

Fonte: Malvern Instruments Limited (2017).

Outra caracteristica, a eficiéncia de encapsulacdo (EE%), € definida pela
concentracdo do material incorporado (o principio ativo, por exemplo) sobre a concentracio

inicial usada do mesmo para fazer a formulacdo. Assim, quanto maior a EE%, maior € a
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quantidade de firmaco retida nas nanoparticulas (PIACENTINI, 2016). E um fator
importante, do ponto de vista terapéutico, mas principalmente do ponto de vista econdmico,
especialmente quando o agente ativo é caro, como os firmacos proteicos (FECZKO et al.,
2011a).

Quanto as caracteristicas de liberacdo, nanoparticulas de PLGA podem apresentar
uma ou mais fases de liberacdo dos ativos incorporados (mono-, bi-, ou trifdsica, por
exemplo). A primeira € a fase de liberacdo rdpida inicial, seguida de uma segunda fase de
liberacdo sustentada. Uma terceira fase pode também estar presente, constituida por uma
liberacdo rdpida adicional apds a segunda fase de liberacdo lenta (XU et al.,, 2016). A
liberacdo inicial € principalmente controlada por difusdo, dando lugar a degradacdo/erosao no
final do periodo de liberacdo (ALLAHYARI; MOHIT, 2016). A taxa na qual o farmaco €
liberado depende da sua solubilidade, expulsdo ou difusdo através da matriz do sistema, bem
como da degradacdo dessa matriz ou da combinagdo de ambos os processos de degradacgdo e
difusdao (KUMAR et al., 2017).

Virios fatores estdo relacionados as mudangas no perfil de liberacio de
nanoparticulas de PLGA. Substincias hidrofilicas, por exemplo, devido a sua maior
solubilidade em agua, sdo liberadas inicialmente de maneira mais rdpida quando comparadas
a substancias hidrofébicas. Da mesma forma, a taxa de degradacdo e a liberacdo do farmaco
aceleram com a reducdo do peso molecular do PLGA (XU et al., 2016). Copolimeros de
PLGA com alto teor de acido lactico sdo menos hidrofilicos e, por isso, degradam mais
lentamente. A degradagdo mais rapida esté relacionada a polimeros com uma propor¢ado 50:50
de 4cidos lactico e glicdlico quando comparado a outras propor¢des (SWIDER et al., 2018).
Particulas maiores possuem uma liberacdo inicial menor do que as particulas menores, isso
por que a medida que o tamanho das particulas aumenta, o comprimento do caminho de
difusdo também aumenta, influenciando negativamente a taxa de liberacdo. Fatores
relacionados ao ambiente, como pH, temperatura, forca iOnica, sais, surfactantes e outros,
também podem influenciar a taxa de liberacdo das substancias incorporadas (ALLAHYARI;

MOHIT, 2016).

2.4.2.4 Aplicacoes terapéuticas de nanocarreadores

A incorporagdo em nanocarreadores pode solucionar muitos problemas da

veiculacdo de agentes terapéuticos em formulagdes convencionais e, consequentemente,
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impulsionar o desenvolvimento de novos medicamentos. As vantagens incluem a melhora da
solubilidade e biodisponibilidade de compostos ativos, da capacidade de atravessar barreiras
bioldgicas (RIZVI; SALEH, 2018), e também da estabilidade e vida ttil dessas substancias,
além de propiciar a liberacdo prolongada de compostos, reduzindo a quantidade didria
administrada e, potencialmente, os efeitos toxicos. Outro aspecto considerdvel é a
possibilidade do uso de vias de administracdo ndo invasivas, que seriam invidveis para
determinadas substancias livres, contribuindo positivamente para a adesdo do paciente ao
tratamento (JAIN, 2017).

As nanoparticulas podem ser administradas no corpo humano através de
diferentes vias possibilitando administracdo oral, pulmonar, tépica, parenteral, além da
injecdo intravenosa (ZHAO et al., 2016). Estudos ja reportam a utilidade das nanoestruturas
para uma diversidade de aplicagdes clinicas tais como melhora da eficidcia da terapia
antimicrobiana (ZAZO; COLINO; LANAO, 2016) e da terapia anticancerigena (JURIJ et al.,
2017), capacidade de ultrapassagem de farmacos pela barreira hematoencefdlica (SARAIVA
et al., 2016) e melhora da terapia génica (CHEN, J. et al., 2016) e do tratamento da trombose
vascular (RASHID; AHMAD; TAJUDDIN, 2019).

Referindo-se especificamente a incorporacdo de peptideos e proteinas, 0s
nanocarreadores podem conferir propriedades adicionais e benéficas a utilizacdo dessas
moléculas como agentes terapéuticos, auxiliando na reduc¢do da degradacdo in vivo, no
aumento do tempo de meia-vida, na liberagdo controlada e no direcionamento a alvos
bioldgicos, melhorando assim a seguranca e a eficicia da terapia. A nanotecnologia também
tem propiciado a administracdo de proteinas por rotas alternativas e mais atrativas como a via
oral, nasal, pulmonar e transdérmica. (YU et al., 2016). Diversos nanocarreadores ja foram
desenvolvidos para carrear essas moléculas. Algumas formulagdes orais de peptideos,
inclusive, ja se encontram disponiveis no mercado ou em pesquisa clinica, dentre elas, uma
nanoemulsdo de ciclosporina (Neoral ®) para prevencio da rejeicdo de 6rgdos apGs transplante
e lipossomas de insulina para tratamento do diabetes mellitus, respectivamente
(SANTALICES et al., 2017).

Além das vantagens J4& destacadas, peptideos derivados de venenos,
especificamente, como os PAMs e outros, podem se beneficiar adicionalmente da
nanotecnologia pela reducdo da toxicidade em sistemas bioldgicos saudaveis (JALLOUK
et al., 2015). Diversos peptideos derivados de venenos foram veiculados em nanocarreadores

a fim de se alcancar essas e outras melhorias como mostra a tabela 2, reforcando a utilidade
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Tabela 2 — Peptideos derivados de veneno veiculados em nanocarreadores para aplicacdo
farmacéutica (continua)

Peptideo/ Nanocarreador Vantagens Referéncias
Atividade

biolégica

Exendin 4/ Nanoparticulas de | e Aumento da permeacio WANG et al.,
Agonista do PLGA revestidas transmembranar in vitro e in | 2012

receptor do GLP-1

com quitosana

vivo.
e Sistema potencial para
administragdo oral.

Nanoparticulas
lipidicas

e Aumento da captagdo e do
transporte celular in vitro.

e Capacidade de transporte
através do epitélio intestinal
in vivo.

e Efeito hipoglicémico em
camundongos diabéticos.

e Sistema potencial para
administracdo oral.

CHEN et al., 2015

Neurotoxina/ Nanoparticulas de | e Sistema para administra¢do ZHANG et al.,
Efeito analgésico | PLA modificadas intranasal. 2013
com quitosana e Melhora do transporte do
peptideo ao cérebro através da
barreira hematoencefalica.
Melittina/ Nanoparticulas de | e Potencial para atenuar a HOOD et al.,
Atividade Perfluorocarbono infectividade do HIV. 2012;
citolitica e e Reducdo da toxicidade contra | JALLOUK et al.,
antitumoral espermatozoides e células de | 2014
epitélio vaginal in vitro.
e Manutengao do efeito SOMAN et al.,
antitumoral. 2009

e Reducdo da hemdlise in
vitro.

e Reducio de sinais de
toxicidade in vivo.

e Aumento do tempo de meia
vida da melittina.

Nano-lipossomas
com poloxamer
188

e Manutencdo da atividade
antitumoral.

e Reducio da toxicidade in
Vivo.

MAO et al., 2017
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Tabela 2 — Peptideos derivados de veneno veiculados em nanocarreadores para aplicacao
farmacéutica (conclusio)

Peptideo/ Nanocarreador Vantagens Referéncias

Atividade

biologica

TsAP-1/ Nanocompostos e Aumento da atividade MISRA;

Atividade de micelas de antitumoral. SCHWARTZ-

citolitica e nucleo rigido DUVAL; PAN,

antitumoral polimérico 2017

NKCT1/ Nanoparticulas e Potencializacdo do efeito SAHA et al.,

Atividade de ouro antitumoral. 2014;

antitumoral ¢ Reducio da toxicidade in BHOWMIK et al.,

Vitro € in vivo. 2017

Nanoparticulas de |e Potencializacédo do efeito BHOWMIK et al.,
ouro peguiladas. antitumoral 2013

Bothrops — II/ Lipossomas e Toxicidade seletiva contra DE BARROS et
Atividade formas promastigotas e al., 2016
leishmanicida amastigotas de Leishmania

amazonensis com reducdo

da toxicidade contra a célula

hospedeira.
CID-85/ Nanoparticulas de | e Aumento da toxicidade MORADHASELI
Atividade alginato de s6dio | contra células tumorais in etal., 2013;
Antitumoral Vitro. MIRAKABADI;

e Diminui¢do da toxicidade MORADHASELI
contra células normais. , 2013

Fonte: Dados da pesquisa. GLP-1 (glucagon-like peptide-1)

A eficécia de agentes antimicrobianos também pode ser melhorada quando esses
agentes sao veiculados em nanoestruturas. Tanto nanocarreadores inorginicos quanto
organicos foram capazes de aumentar a atividade antimicrobiana, antiviral, antifiingica e
antiparasita de diferentes tipos de farmacos (ZAZO; COLINO; LANAO, 2016). A entrega de
nanoparticulas para o local da infecc@o pode ser alcangcada por modificagdo da superficie com
ligantes direcionados ou pela responsividade do microambiente, ambos podem melhorar ainda
mais a eficdcia terap€utica e reduzir os efeitos colaterais dos medicamentos antimicrobianos
(ZHU et al., 2014). Ativamente, as nanoparticulas podem ser direcionadas através da adi¢do
de ligantes (por exemplo, anticorpos) que se conectam a receptores (por exemplo, antigenos)
em locais de infeccdo, de modo que doses mais altas de farmacos possam ser administradas

no local infectado, superando assim os mecanismos de resisténcia existentes com menos
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efeitos adversos ao paciente. As nanoparticulas também podem dirigir-se a sitios de infec¢cdo
passivamente, através do extravasamento nesses locais, onde a inflamacdo levou ao aumento
da permeabilidade dos vasos sanguineos. Além disso, a acdo antimicrobiana das
nanoparticulas pode ser ativada por certos estimulos, como espécies reativas de oxigénio ou
baixo pH no local da infeccdo (PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013).

Nesta perspectiva, a nanotecnologia tem se tornado uma estratégia interessante
para melhorar a eficdcia de antiftingicos tradicionais, permitindo alcangar menor toxicidade e
melhor biodistribui¢do e direcionamento de farmacos, com resultados promissores in
vitro e in vivo. O exemplo mais bem sucedido é o Ambisome®, uma formulagdo lipossomica,
onde a anfotericina B estd inserida numa bicamada lipossomica unilamelar de cerca de
45-80 nm. Essa formulacdo apresenta menor toxicidade e permanece em altos picos na
circulagdo, com alta biodistribuicdao, em relacdo a formulagdo convencional. Para contornar
problemas de toxicidade, foram desenvolvidas também outras formulacdes lipidicas
carregadas com anfotericina B, incluindo, complexos lipidicos (Abelcet®) e dispersoes
coloidais (Amphocil®/Amphotech®) (SOUZA; AMARAL, 2017).

Todas essas vantagens t€m estimulado cada vez mais a incorporacdo de farmacos
em nanocarreadores, a fim de se progredir com o desenvolvimento de medicamentos mais

eficazes (JURJ et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a atividade antifiingica de nanoparticulas de PLGA

carregadas com o peptideo Ctn[15-34].

3.2 Objetivos especificos

e Desenvolver nanoparticulas de PLGA carregadas com o peptideo Ctn[15-34];

e Avaliar os aspectos fisico-quimicos e, a partir destes, avaliar também a estabilidade
das nanoparticulas obtidas;

e Avaliar a eficiéncia de encapsulagdo do peptideo;

e Avaliar o perfil de liberacao do peptideo;

e Demonstrar através de testes in vitro a atividade antifiingica do peptideo incorporado

as nanoparticulas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho e local do estudo

O trabalho desenvolvido foi do tipo experimental, realizado na Universidade
Federal do Ceard - no Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia (MarMoBio Lab) do
Instituto de Ciéncias do Mar; no Laboratério de Cosmetologia e no Centro de Estudos
Farmacéuticos e Cosméticos (CEFAC) da Faculdade de Farmdécia, Odontologia e
Enfermagem; e no Laboratério de Polimeros e Inovacdo de Materiais (LabPIM) do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica.

Inicialmente foi realizado um estudo de pré-formulacio a fim de se desenvolver
uma formulacido de nanoparticulas de PLGA com caracteristicas fisico-quimicas otimizadas
para sé entdo carrear o peptideo Ctn[15-34]. A partir dai as nanoparticulas carregadas com o
peptideo foram sintetizadas e avaliadas quanto aos seus aspectos fisico-quimicos e em relacdo
a estabilidade, eficiéncia de encapsulacdo, perfil de liberacdo e atividade antifiingica (Figura

6).

Figura 6 — Desenho do estudo

Peptideo
CF-Ctn[15-34]

Estudo de pré-formulagdo: *Tamanho de particula
MNanoparticulas de PLGA ndo *Potencial Zeta
carregadas *IPD

Melhor
formulacio /— \
& *Tamanho de particula
*Potencial Zeta

MNanoparticulas carregadas *IPD
com peptideo: *Eficiéncia de encapsulagio
NP-CF-Ctn[15-34] *Estabilidade

*Perfil de liberagao
*Atividade antifungica

. J

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.2 Materiais e equipamentos

Para realizacdo dos ensaios foram utilizados os seguintes materiais: Peptideo
Ctn[15-34] sintético marcado com carboxifluoresceina — CF-Ctn[15-34] — cadastrado sob
nimero A1D1ACF (Patrimonio Genético/CTA - MMA, Conselho de gestdo), PLGA 50:50
(Purasorb® 5004, Corbion Purac), PVA 87-89% hidrolisado (Mw 13,000-23,000) e
PVA 98-99% hidrolisado (Mw 31,000-50,000) (Sigma-Aldrich), 4gua ultrapura (sistema de
purificacdio de dgua Simplicity®, Millipore®), diclorometano (Neon), dispositivo de
filtracdo/centrifugacio Amicon® Ultra-15 100 KDa (Millipore®), meio de cultura RPMI
1640, cepa clinica de Cryptococcus neoformans cedida pelo hospital Sao José (Ceard, Brasil)
e BacTiter-Glo™ (Promega). Os equipamentos utilizados foram Ultra-Turrax® T-25 IKA,
Sonifier® Branson, Zetasizer Nano ZS90 (Malvern®), centrifuga 5810 R (Eppendorf),
liofilizador Savant MicroModulyo, espectrofotometro, e leitor de microplacas de

multidetec¢do Synergy HT (BioTek).

4.3 Pré-formulacao de nanoparticulas de PLGA nao carregadas

Diante dos diferentes materiais e equipamentos disponiveis para formular
nanoparticulas poliméricas, um estudo de pré-formulacao foi realizado combinando dois tipos
de PVAs e dois equipamentos distintos na preparacdo de nanoparticulas ndo carregadas (sem
ativo ou peptideo) a fim de se escolher aqueles que produzissem nanoestruturas com melhores
caracteristicas fisico-quimicas e utilizd-las para carrear o peptideo CF-Ctn[15-34] numa
formulacdo otimizada.

As nanoparticulas ndo carregadas foram preparadas por um método de emulsdao
dupla/evaporacdo de solvente (A/O/A) modificado de Geng et al. (2011) e Chereddy et al.
(2014). Assim, 100ul de agua ultrapura foram adicionados a 5 ml de uma solu¢do de PLGA a
2% em diclorometano e emulsionados por homogeneizacao a alta velocidade em equipamento
Ultra-Turrax® T-25 IKA (15.000 RPM / 2min.) ou por sonica¢do em equipamento Sonifier®
Branson (50% de amplitude / 15 seg. em banho de gelo) formando a primeira emulsdo, do
tipo A/O. Depois, esta emulsdo foi adicionada a 10 ml de uma solugdo aquosa contendo 1%
de PVA 87-89% hidrolisado ou de PVA 98-99% hidrolisado e novamente homogeneizada em
Ultra-Turrax® (24.000 RPM / 5min.) ou em Sonifier®, nas mesmas condic¢des utilizadas

anteriormente, formando assim a emulsdo final, do tipo A/O/A. Posteriormente, as
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formulacdes foram deixadas sob agitacdo durante a noite para evaporacdo do solvente

resultando nas nanoparticulas em suspensao.

4.4 Avaliacao fisico-quimica das nanoparticulas nao carregadas: Tamanho de particula,

IPD e potencial zeta

Apbs o preparo, as nanoparticulas ndo carregadas foram avaliadas fisico-
quimicamente pela determinacdo do tamanho de particula, IPD e potencial zeta. O tamanho de
particula e o IPD das amostras foram determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons
ou espalhamento de luz dindmico (DLS), utilizando um equipamento Zetasizer Nano-S90
(Malvern Instruments®, UK), que mede a variagdo da intensidade da luz dispersa ao longo do
tempo para determinar o coeficiente de difusdo e o didmetro hidrodinamico de esfera
equivalente média de particulas em suspensdo (NUCHUCHUA et al., 2017). O potencial zeta
foi determinado pelo mesmo equipamento e equivale a carga superficial das particulas em
suspensdo. Para tanto, as nanodispersdes foram diluidas em 4gua ultrapura na proporcao
1:1000 (v/v) e analisadas em triplicata a um angulo fixo de 90° a 25 °C.

Os melhores resultados das nanoparticulas ndo carregadas, isto €, menores
valores de tamanho de particula e IPD, e maiores valores em médulo de potencial Zeta, foram
utilizados para escolher os melhores parametros de produgcdo e formular nanoparticulas
otimizadas com o peptideo, j4 que estas caracteristicas fisico-quimicas sdo de fundamental
importancia para determinar a qualidade e entender o comportamento das nanoestruturas

(KUMAR et al., 2017).

4.5 Nanoparticulas carregadas com peptideo — NP-CF-Ctn[15-34]

4.5.1 Procedimento de preparo

Para preparar NP-CF-Ctn[15-34] foi utilizada a metodologia descrita no item 4.3
utilizando os parametros de producdo escolhidos. Assim, 330pg de CF-Ctn[15-34] foram
dissolvidos na dgua utilizada para formar a primeira emulsdo e prosseguiu-se com os demais
passos descritos. Ao final, as nanoparticulas foram coletadas do meio utilizando um
dispositivo de ultrafiltracao/centrifugacdo Amicon® Ultra-15 100 kDa. Os filtrados foram

utilizados para quantificar o peptideo livre, que ndo foi incorporado as nanoparticulas, e
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calcular indiretamente a eficiéncia de encapsulagcdo. O peptideo livre possui massa molecular

de apenas 2,37 kDa e, portanto, ndo € retido pelo filtro.

4.5.2 Avaliacdo fisico-quimica

A andlise do tamanho de particula, IPD e potencial zeta foi realizada também para
NP-CF-Ctn[15-34], conforme método descrito no item 4.4, no tempo zero, logo depois do
preparo das nanoparticulas, e apds 30 e 60 dias de armazenamento em suspensiao aquosa a
4°C, para confirmar as boas condi¢des fisico-quimicas do sistema e sua estabilidade nessas

condi¢Oes de armazenamento.

4.5.3 Eficiéncia de encapsulagdo

A concentracdo de CF-Ctn[15-34] incorporado as nanoparticulas foi determinada
indiretamente por quantificacdo da fluorescéncia em leitor de microplacas de multideteccao
Synergy HT (BioTek), com comprimentos de ondas de excitagdo e emissao méaximos fixados
em 485 nm e 525 nm, respectivamente. Para isso, foi determinada a fluorescéncia emitida por
50 pl de CF-Ctn[15-34] em solu¢@o aquosa nas concentragdes de 12,5 uM (33,75ug/ml) a
0,78 uM (2,12 pg/ml) obtidas por dilui¢cdes seriadas. Com as fluorescéncias obtidas foi
construida uma curva de calibragdo de CF-Ctn[15-34]. Apds a separacdo da suspensdo de
NP-CF-Ctn[15-34], por meio de ultrafiltracao/centrifugacdo, foi quantificada a fluorescéncia
de 50 pl do filtrado obtido e a concentracdo do peptideo livre, ndo incorporado, foi
determinada utilizando a curva de calibracdo elaborada previamente. Posteriormente, a

eficiéncia de encapsulacdo (EE%) foi calculada através da equagao 1.

(CPI - CPL)

0fs —
E.E% = Pl

x 100 )

Onde: CPI corresponde a concentracdo tedrica de peptideo adicionada inicialmente a
formulacdo e CPL é a concentra¢do do peptideo livre, ndo incorporado as nanoparticulas apés

o processo de producio.
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4.5.4 Perfil de liberagao in vitro

O perfil de liberacdo do peptideo incorporado as nanoparticulas de PLGA foi
determinado por andlise in vitro ao longo de um periodo de 16 dias, adaptando uma
metodologia descrita anteriormente por Chereddy et al. (2014). Assim sendo, 30 mg de
NP-CF-Ctn[15-34] liofilizadas foram dispersos em 3 ml de tampao fosfato-salino (PBS) e
mantidos sob agitagdo a temperatura ambiente durante todo o ensaio. Apds 1 hora, e apds 1,
2, 5 7, 9 e 16 dias o sobrenadante (1 ml) foi recolhido do meio através de
ultrafiltracdo/centrifugagdo e a mesma quantidade de PBS foi adicionado ao meio de
liberacdo. A quantidade de CF-Ctn[15-34] liberado nos tempos determinados, presente nos
sobrenadantes, foi determinada por fluorescéncia como descrito previamente e descritos como

percentual cumulativo do peptideo liberado em fun¢do do tempo.

4.5.5 Atividade antifiingica

A atividade antifiingica foi mensurada através da determinacdo da viabilidade de
células de levedura, apds incubacdo com as amostras testadas, por um ensaio metabdlico
adaptado de Cavalcante et al. (2016), que utiliza ATP das leveduras para liberar luz com o uso
da enzima luciferase e seu substrato luciferina. Neste ensaio sensivel, o sinal luminescente
registrado € proporcional a quantidade de ATP presente, € ao nimero de células vidveis em
cultura.

Assim, a cepa teste de Cryptococcus neoformans foi inoculada em &4gar
Sabouraud e incubada a 30°C por 48h para se atingir a fase de crescimento exponencial, ideal
para o teste. A seguir, foi preparada uma suspensdo do in6culo em meio de cultura RPMI com
turbidez ajustada em espectrofotometro a 550 nm equivalente a escala de McFarland 0,5
(contendo 2x10° UFC/ml). As suspensdes de levedura (100 ul) foram adicionadas a 100 ul de
CF-Ctn[15-34] e NP-CF-Ctn[15-34] em microtubos, alcancando concentracdes finais abaixo
da CIM, equivalente a 5 uM (13,5 pg/ml). Apés 48 h de incubacio a 30 °C, 50 ul de cada um
desses tratamentos foram transferidos, em triplicatas, para pocos de placas de microtitulacao
de 96 pocos e, em seguida, 50 ul do reagente BacTiter-Glo (Promega) foram adicionados a
cada pocgo, para avaliar a viabilidade fingica, e as placas foram reincubadas durante 15 min a
temperatura ambiente com agitagdo suave. A luminescéncia foi entdo medida em um leitor de

microplacas de multidetec¢do Synergy HT (BioTek). O efeito de nanoparticulas ndo



39

carregadas sobre o fungo também foi avaliado. Suspensdes do indculo sem tratamento foram
utilizadas como controle negativo. Os ensaios foram realizados em triplicata e expressos
como média da viabilidade relativa (%), com o fungo ndo tratado representando 100% de

viabilidade.

4.6 Processamento e analise dos dados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como média ou média + desvio padrdo. Foi realizada andlise de variancia (ANOVA) pelo
teste F, e para comparagdes de médias utilizou-se o teste de Tukey. As diferencas entre os

grupos foram consideradas significativas para P < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Pré-formulacao de nanoparticulas de PLGA nao carregadas

A metodologia utilizada permitiu a obtencdo de nanoparticulas de PLGA ndo
carregadas utilizando a combinacdes de dois tipos de PVAs (87-89% hidrolisado e
98-99% hidrolisado) e dois equipamentos diferentes (Ultra-Turrax® e Sonifier®) para formar a
emulsdo dupla, resultando em quatro formulagdes. Os dados referentes ao tamanho médio de
particula (Tabela 3), IPD (Tabela 4) e potencial zeta (Tabela 5) dessas estruturas estdo

detalhados a seguir.

Tabela 3 — Tamanho (nm) de nanoparticulas ndo carregadas. Resultado da interacdo entre os
fatores: Equipamentos (Sonifier® e Ultra-Turrax®) e PVAs com diferentes percentuais de
hidrélise (87-89% e 98-99%).

Sonifier® Ultra-Turrax® Média

PVA 87-89% hidrolisado 223,4+2,52 aA 231,1 £6,75 aA 227,25

PVA 98-99% hidrolisado 416,1 £1,42 bA 496,4 + 13,67 bB 456,25
Média 319,75 363,75

Fonte: Dados da pesquisa. Resultados expressos como média + desvio padrido (n=3). Médias seguidas da mesma
letra mindscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma letra maiiscula na mesma linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 3, para a varidvel tamanho de particula, o
PVA menos hidrolisado (87-89%) produziu particulas significativamente menores (223,4 +
2,52 e 231,1 £ 6,75 nm) em relagcdo ao outro tipo de PVA (416,1 £ 1,42 e 496,4 + 13,67 nm)
independente do equipamento utilizado. O maior tamanho (496,4 + 13,67 nm) foi obtido
quando o PVA mais hidrolisado (98-99%) foi associado ao Ultra—Turrax®, diferente

estatisticamente de todos os outros tamanhos.

Tabela 4 — IPD de nanoparticulas nao carregadas. Resultado da interacdo entre os fatores:
Equipamentos (Sonifier® e Ultra-Turrax®) e PVAs com diferentes percentuais de hidrélise
(87-89% € 98-99%).

Sonifier® Ultra-Turrax® Média

PVA 87-89% hidrolisado
PVA 98-99% hidrolisado 0,157 £0,01 aA 0,377 £0,02 bB|0,2785

0,130 £0,02 aA 0,180 +0,01 aB|0,1435

Média 0,155 0,267

Fonte: Dados da pesquisa. Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias seguidas da mesma
letra mindscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma letra maitiscula na mesma linha, nio diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).



41

Na andlise do IPD (Tabela 4), as nanoparticulas formuladas em equipamento
Sonifier® apresentaram os menores resultados (0,130 £ 0,02 e 0,157 £ 0,01), independentes do
tipo de PVA utilizado, em comparacio ao uso do equipamento Ultra-Turrax®, o qual resultou
em valores de IPD mais elevados (0,180 + 0,01 e 0,377 £ 0,02), especialmente quando

associado ao PV A mais hidrolisado.

Tabela 5 — Potencial zeta (mV) de nanoparticulas ndo carregadas. Resultado da interacdo
entre os fatores: Equipamentos (Sonifier® e Ultra-Turrax®) e PVAs com diferentes
percentuais de hidrélise (87-89% e 98-99%).

Sonifier® Ultra-Turrax® | Média
PVA 87-89% hidrolisado 24,57 +£0,74 aA -9,84 £0,31 aB |-17,205
PVA 98-99% hidrolisado -1,64 £0,40 bA -1,95+0,16 bA|-1,795
Média -13,105 -5,895

Fonte: Dados da pesquisa. Resultados expressos como média + desvio padrio (n=3). Médias seguidas da mesma
letra mindscula na mesma coluna e médias seguidas da mesma letra maidscula na mesma linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Nanoparticulas formuladas com o PVA menos hidrolisado apresentaram maiores
valores, em moddulo, de potencial zeta (-24,57 + 0,74 e -9,84 = 0,31 mV) que aquelas
formuladas com o outro tipo de PVA (-1,64 + 0,40 e -1,95 £ 0,16 mV), especialmente quando
formuladas em equipamento Sonifier®, cujo resultado (-24,57 mV % 0,74) foi maior em
relacdo a todos os outros valores obtidos (Tabela 5).

Além desses achados, apenas no processo de formulagdo em equipamento
Ultra-Turrax® utilizando o PVA menos hidrolisado, houve formacdo e transbordamento de
grande quantidade de espuma levando a perda de parte da formulagdo. Tendo em vista esses
resultados, escolheu-se utilizar como estabilizante o PVA menos hidrolisado, com percentual

de hidrolise de 87-89%, e o equipamento Sonifier® para a formulacdo de NP-CF-Ctn [15-34].
5.2 Nanoparticulas carregadas com peptideo — NP-CF-Ctn[15-34]
5.2.1 Tamanho de particula, IPD e potencial zeta

A metodologia utilizada para formular nanoparticulas nao carregadas também
permitiu a obtencdo de NP-CF-Cin[15-34] utilizando as melhores condi¢des encontradas no

estudo de pré-formulacdo. As nanoparticulas recém obtidas apresentaram tamanho dentro da

faixa nanométrica, como mostra o Grafico 1.
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Grifico 1- Distribui¢do percentual dos tamanhos de NP-CF-Ctn[15-34]
recém formuladas em triplicata
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para essa distribuicdo, o tamanho médio de particula encontrado foi 213,2 +
2,00 nm. E os valores de IPD e potencial zeta foram 0,044 + 0,04 e -16,03 + 1,20 mV,
respectivamente, como mostra a Tabela 6. Esta tabela também traz as mesmas caracteristicas
fisico-quimicas das nanoparticulas apds 30 e 60 dias de armazenamento em suspensao aquosa

a4°C.

Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas (tamanho de particula, IPD e potencial zeta)
de NP-CF-Ctn[15-34] avaliadas em diferentes tempos de armazenamento

. Tempo de analise (dias)
Caracteristicas e10 30 50
Tamanho de particula (nm)* 213,2 +2,00 211,9 + 3,06 221,8 £ 0,89
Potencial zeta (mV)* -16,03 + 1,20 -14,66 + 0,55 -12,6 £ 0,36
IPD 0,044 + 0,04 0,068 + 0,03 0,038 +0,01

Fonte: Dados da pesquisa. Resultados expressos como média + desvio padrao (n=3), *P < 0,05.

Como pode ser observado, o nanossistema se manteve estavel, do ponto de vista
fisico-quimico, pelo periodo de 30 dias, apresentando variagdes minimas quando o
armazenamento foi estendido para 60 dias. Essas variagdes incluiram um leve aumento do
tamanho médio das particulas apds 60 dias de armazenamento e uma ligeira reducdo, em
moédulo, do potencial zeta, em relagdo ao tempo zero. Para os valores de IPD nao houve

diferenca estatistica nos diferentes tempos de andlise.

5.2.2 Eficiéncia de encapsulagcdo

Para quantificar a EE% do peptideo nas nanoparticulas, inicialmente foi
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construida uma curva de calibracio da fluorescéncia emitida por CF-Ctn[15-34] em solugdo
aquosa, em cinco diferentes concentragdes (0,78, 1,56, 3,13, 6,25 e 12,5 uM), como mostra o
gréfico 2. A equacdo da reta foi calculada e definida como y = 5581,4 x - 4033, onde y € a
fluorescéncia medida e x a concentracio de CF-Ctn[15-34] em puM. O coeficiente de
correlacdo linear (R?) foi igual a 0,9987 indicando uma relagdo linear entre as varidveis na
faixa de concentracdo analisada, ou seja, a variacdo observada na fluorescéncia foi decorrente
da variac@o na concentragao do analitico.

A curva de calibragdo foi utilizada para quantificar o teor de CF-Ctn[15-34]
presente no filtrado das suspensdes de nanoparticulas, correspondente ao peptideo ndo
incorporado as nanoparticulas. A concentragdo obtida foi de 0,8154 puM (2,20 pg/ml).
Considerando a concentragao inicial de 33pug/ml do CF-Ctn[15-34] em todo o nanossistema, a

EE% foi dada pela equacdo 1 e o valor obtido foi 93,3 + 0,10%.

Grafico 2 — Curva de calibracdo de CF-Ctn[15-34], por fluorescéncia, e
respectiva equacgao da reta e coeficiente de correlacado linear.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.2.3 Perfil de liberacdo in vitro

O perfil de liberagdo in vitro de CF-Ctn[15-34] das nanoparticulas foi medido
durante 16 dias (grafico 3). Aproximadamente 27% do peptideo foi detectado no sobrenadante
ap6s o primeiro dia de ensaio, destes, 14% foram liberados logo na primeira hora do teste,
indicando que houve uma liberacdo inicial rdpida e uma liberagdo subsequente sustentada de

CF-Ctn[15-34]. Cerca de 80% do peptideo foi liberado até o tltimo dia de ensaio.



Grafico 3 — Liberagcao cumulativa in vitro do CF-Ctn[15-34] das

nanoparticulas de PLGA em meio PBS (pH 7,4)
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.2.4 Atividade antifiingica

Neste ensaio, foi avaliada a atividade antifungica de CF-Ctn[15-34]
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e

NP-CF-Ctn[15-34], a uma concentracdo abaixo da CIM, equivalente a 5 uM (13,5 pg/ml),

pela reducao da viabilidade de Cryptococcus neoformans. Os resultados sdo apresentados no

Grafico 4 como viabilidade relativa (em percentual), em que leveduras ndo tratadas foram

utilizadas como controle negativo, correspondendo a 100% de viabilidade.

Grafico 4 — Atividade antifingica de CF-Ctn[15-34] e NP-CF-Ctn[15-34]

contra Cryptococcus neoformans
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Fonte: Dados da pesquisa. Controle negativo: leveduras ndo tratadas; PLGA-NP:

Nanoparticulas ndo carregadas; CF-Ctn[15-34]:

Peptideo livre;

NP-CF-Ctn[15-34]:
Nanoparticulas carregadas com o peptideo. Resultados expressos como média + desvio

padrdo (n=3). *Diferem significativamente entre si e em relagdo ao controle negativo pelo
teste de Tukey (P < 0,05).
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As NP-CF-Ctn[15-34] foram capazes de reduzir em 73 + 4,68 % a viabilidade do
fungo, em comparagdo ao controle sem tratamento, contendo apenas o inéculo em meio de
cultura. Enquanto que o CF-Ctn[15-34] apresentou apenas 33.5 + 7,81% de reducdo da
viabilidade flingica em concentracdo equivalente. Observa-se que o peptideo incorporado as
nanoparticulas foi mais eficaz em inibir o crescimento de C.neoformans comparado a sua
forma livre neste ensaio. Nanoparticulas ndo carregadas ndo apresentaram reducdo da

viabilidade flngica, pelo contrario, favoreceram o crescimento.
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6 DISCUSSAO

Os peptideos naturais com atividade antifingica encontram-se amplamente
distribuidos na natureza e sdo excelentes candidatos para o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos (CIOCIOLA et al., 2016), especialmente através da veiculacao desses compostos
em formulagdes inovadoras que incorporam tecnologia em nanoescala, capazes de conferir
propriedades diferenciadas e benéficas a utilizacdo de peptideos como agentes terapéuticos
(BRANDELLL, 2012).

O método de emulsdo dupla/evaporagdo de solvente é o método mais apropriado
para encapsular peptideos (IQBAL et al., 2015) em nanoparticulas poliméricas e foi
executado com sucesso no presente estudo, permitindo a obten¢cdo de nanoparticulas ndo
carregadas (controle) e carregadas com CF-Ctn[15-34], peptideo antimicrobiano fluorescente,
que permitiu sua quantificacdo e determinacdo da eficiéncia de encapsula¢do, bem como a
atividade antifiingica da nanoestrutura.

Do estudo de pré-formulacdo, quatro pré-formulacdes foram obtidas. Como
critérios de escolha, foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas (tamanho de particula,
IPD e potencial zeta) das nanoestruturas obtidas. O efeito sobre o tamanho foi causado
especialmente pelo tipo do PVA. Tendo o PVA menos hidrolisado (87-89%) resultado em
menores tamanhos, com tamanho médio de particula préximo a 200 nm, e, portanto, mais
favoraveis. Enquanto que para o outro tipo de PVA, o mais hidrolisado (98-99%), as
nanoparticulas obtidas apresentaram tamanho médio acima de 400 nm. J4 € sabido que o
tamanho reduzido das particulas pode desempenhar um melhor papel in vitro e in vivo, em
nivel de absorcdo celular, por exemplo, e valores na faixa de 200 nm foram considerados
adequados para essa finalidade (DERMAN et al., 2015; ZHAO et al., 2016).

Acredita-se que no PVA mais hidrolisado, o maior numero de hidroxilas presente
leva a formacdo de ligacdes de hidrogénio mais fortes entre grupos hidroxilas intra e
intermoleculares (ARANHA; LUCAS, 2001). O aumento do grau de hidrélise implica
também em reducao da solubilidade e aumento da resisténcia a dgua, da adesdo as superficies
hidrofilicas, da viscosidade e da resisténcia a tracdo (MANSUR; MANSUR, 2005). Esse
aumento da resisténcia viscosa da mistura de emulsdo pode ter sido responsdvel por absorver
a energia de homogeneizacdo que, por sua vez, levou a redugdo da tensdo de cisalhamento,
resultando em goticulas de maior tamanho (CRUCHO; BARROS, 2017). Tais fatores podem

ter resultado nos maiores tamanhos das nanoparticulas produzidas com o
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PVA 98-99% hidrolisado. Tal ocorréncia reforca a alegacdo de Yang et al. (2014), de que o
PVA menos hidrolisado é um estabilizante mais eficiente para sintetizar particulas
poliméricas.

Ainda relativo ao tamanho, para o PVA menos hidrolisado, especificamente, nao
houve diferenca significativa entre os tamanhos das particulas produzidas pelos dois
equipamentos utilizados, porém houve grande perda de material quando utilizado o
Ultra-Turrax® com esse PVA, inviabilizando a associa¢do. Enquanto isso, para o PVA mais
hidrolisado, houve diferenca entre os dois equipamentos, tendo a sonicagdo sido mais
eficiente que a homogeneizacio a alta velocidade em reduzir o tamanho das particulas. Isso
mostra que o efeito do aumento do percentual de hidrdlise sé foi limitante para este ultimo
equipamento, possivelmente em virtude da for¢a aplicada neste caso, ao contrario da
sonica¢do, ndo ter sido suficiente para superar a maior resisténcia do sistema provocada pelo
PV A mais hidrolisado.

As técnicas de sonicacdo e homogeneizacdo a alta velocidade sdo duas variagdes
do método de emulsdo dupla/evaporagdo de solvente. A irradiacio ultrassonica € baseada na
cavitacdo em dispersOes aquosas causadas por ultrassom (SVILENOV; TZACHEV, 2014),
enquanto que a homogeneizagdo a alta velocidade leva ao aumento da intensidade da forca de
cisalhamento superando forgas internas que atuam nas particulas (ARASOGLU et al., 2017).
Devido as diferentes naturezas dessas técnicas, nanoestruturas com diferentes caracteristicas
também podem ser obtidas, conforme observado neste estudo.

O efeito sobre o IPD foi especialmente promovido pelo tipo de equipamento. O
Sonifier® foi responsdvel pelos menores valores obtidos, em relacdio ao equipamento
Ultra-Turrax®, independente do tipo de PVA utilizado. Os valores obtidos estavam abaixo do
limite de até 0,2, sendo considerados favoraveis e representativos de uma distribuicdo de
tamanho homogénea segundo Danaei et al. (2018). Apesar de maior, o valor de IPD obtido da
associacdo do Ultra-Turrax® com o PVA menos hidrolisado também estava dentro do limite
aceitdvel, ao contrdrio da associacdo do mesmo equipamento com o PVA mais hidrolisado,
cujo valor obtido caracteriza uma dispersdo mais heterogénea, e, portanto, menos favoravel.

Em relacdo ao potencial zeta, as formulagdes obtidas com PVA mais hidrolisado
novamente tiveram os resultados menos favordveis, com valores de potencial zeta bem
préximos a zero. Enquanto que o PVA menos hidrolisado resultou em maiores valores, em
modulo, especialmente quando associado ao equipamento Sonifier®. A carga negativa do

potencial zeta € resultado da dissociagdo de grupos acidos, oriundos do PLGA, na superficie
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das particulas (MALVERN INSTRUMENTS LIMITED, 2017). Quanto mais distantes de
zero forem os valores de potencial zeta, idealmente superiores a 30 mV (em mdédulo), melhor
serd a estabilizacdo eletrostitica do sistema, com menor possibilidade de haver agregacao,
devido a repulsdo das cargas entre as particulas (LIN et al., 2014). Valores absolutos de
20 mV podem fornecer apenas estabilidade de curto prazo, e valores no faixa de -5 mV a
+5 mV podem acarretar uma agregacdo rapida, porém, quando utilizados estabilizadores de
maior massa molecular, que atuam principalmente por estabilizacdo estérica, que foi o caso
neste estudo, valores de apenas 20 mV ou inferiores podem fornecer estabilizacdo suficiente
(HONARY; ZAHIR, 2013b).

Diante do exposto, ficou evidenciado que formular nanoparticulas de PLGA nao
carregadas com o estabilizante PVA menos hidrolisado (87-89%) e o equipamento Sonifier®
possibilita a obtencdo de menores tamanhos de particula e IPD, maiores valores, em mdédulo,
de potencial zeta e melhor aproveitamento da formulacdo, sendo esta escolhida como a
melhor das combinagdes testadas e utilizada para incorporar o peptideo CF-Ctn[15-34].

Utilizando os parametros escolhidos foram produzidas as nanoparticulas de PLGA
carregadas com o peptideo (NP-CF-Ctn[15-34]). O tamanho das particulas obtidas se situou
na faixa nanométrica, como esperado, com tamanho médio de particula da ordem de 210 nm
(exatamente, 213,2 + 2,00 nm), semelhante a outros tamanhos relatados na literatura, na faixa
de 200 + 3,69 a 304.5 + 10,0 nm, para o carregamento de peptideos através do método de
emulsdo dupla/evaporacdo de solvente (CHEREDDY et al., 2014; HAN et al., 2016). As
NP-CF-Ctn[15-34] também apresentaram baixos valores de IPD, demonstrando a
homogeneidade dos tamanhos das particulas obtidas.

Quando carregadas com peptideo as nanoparticulas apresentaram redugdo do
potencial zeta de -24,57 + 0,74 mV para -16,03 = 1,20 mV, em relacdo as nanoparticulas nao
carregadas. Este resultado foi proximo ao de Ma et al. (2012), que encontrou potencial zeta de
-15,53 £ 0,71 mV para nanoparticulas de PLGA carregadas com peptideo. Por outro lado,
valores superiores (—21.93 + 2,93 e —27.2 £ 1.9 mV) também foram encontrados para
nanoparticulas desse mesmo tipo (HIREMATH et al., 2016; SONG; NOH; LIM, 2016). A
reducdo do potencial zeta pode estar relacionada as caracteristicas fisico-quimicas do
CF-Ctn[15-34], que nao é somente veiculado pelas particulas, mas que contribui com a
estruturacao da nanoestrutura.

Estudos de estabilidade sdo essenciais para a avaliacdo das caracteristicas

fisico-quimicas da formulagdo pelo periodo e condi¢des de estocagem do produto. Apesar de
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o potencial zeta das NP-CF-Ctn[15-34] ter sido inferior, em mddulo, a 30 mV, o sistema
manteve suas caracteristicas fisico-quimicas estaveis em suspensao por 30 dias, possivelmente
em virtude de uma estabilizacdo eletrostdtica e estérica combinada, apresentando variagdes
minimas quando o armazenamento foi estendido para 60 dias. O leve aumento de tamanho
médio das particulas observado pode estar relacionado a uma tendéncia a agregacdao ou
sedimentacdo apds esse periodo de armazenamento nas condicdes descritas.

No procedimento otimizado de preparo das nanoparticulas, foi alcancada uma alta
eficiéncia de encapsulagdo. Diversos autores também relataram esse feito para outros
peptideos incorporados em nanoparticulas de PLGA utilizando o método de emulsdo
dupla/evaporacdo de solvente, reforcando a adequabilidade do método ao que se propde (MA
et al., 2012; CHEREDDY et al., 2014; DERMAN et al., 2015; HAN et al., 2016). Petrizzo et
al. (2015) também carrearam peptideos em nanoparticulas de PLGA com alta eficiéncia de
encapsulacdo (92.9 + 17.4%) utilizando um método de emulsdo e difusdo de solvente. Além
de ter sido usado um método adequado para o carregamento, a carga positiva do
NP-CF-Ctn[15-34] pode ter favorecido a incorporagdo, devido uma maior interagdo com o0
PLGA carregado negativamente. A eficiéncia de encapsulagdo é um importante pardmetro de
producdo tanto no aspecto econdmico como do ponto de vista terapéutico, podendo impactar
na eficiéncia das nanoparticulas na prevenc¢do e no tratamento de doencas (AMINI et al.,
2017).

A incorpora¢do em nanoparticulas de PLGA proporcionou uma liberagdo inicial
rapida do peptideo no primeiro dia de ensaio, seguida de uma liberacdo mais lenta ao longo
dos dias seguintes (grafico 3), assim como observado por Derman et al. (2015). Acredita-se
que essa liberacdo inicial rdpida ou explosdo ocorra devido ao fairmaco fracamente ligado ou
adsorvido a superficie da nanoparticula (ALLAHY ARI; MOHIT, 2016).

Em analise in vitro, NP-CF-Ctn[15-34] apresentaram efeito antifungico
melhorado contra Cryptococcus neoformans em relacdo ao CF-Ctn[15-34] livre. Quando
incorporado as nanoparticulas de PLGA, a uma concentracdo abaixo da CIM de 5 uM, o
peptideo provocou uma redug¢do mais expressiva da viabilidade fingica do que quando
testado em sua forma livre em concentracdo equivalente. Achados semelhantes foram
reportados por outras experiéncias com nanoparticulas de PLGA contendo antifingicos
convencionais, como a anfotericina B (ASGHARI; NANEKARANI, 2016, TANG et al.,
2014), e compostos naturais, como o juglone (ARASOGLU et al., 2016), em que também foi

verificado uma melhora na atividade antifungica in vitro quando os principios ativos foram
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carreados em nanoparticulas, em relagdo a sua forma livre. Alguns desses trabalhos inclusive
demonstraram também esses achados in vivo. Nao s6 particulas de PLGA, mas outros tipos,
como nanoparticulas de PEG/PLA carregadas com itraconazol (ESSA et al., 2012) e NLS
carregadas com 6leo de copaiba (SVETLICHNY et al., 2015) potencializaram a atividade
antifiingica dos respectivos principios ativos apés a incorporacio as nanoestruturas. E notéria
a utilidade da nanotecnologia nessa drea, despontando como uma importante fonte de
formulacdes alternativas para compostos antifingicos tradicionais e novos (SCORZONI et al,
2016).

Como visto, nanoparticulas de PLGA t€ém se mostrado vetores efetivos para a
veiculagdo de compostos antiftingicos, entretanto, 0 mecanismo de acdo dessa combinacdo
precisa ser mais bem esclarecido. O aumento da atividade antifiingica desses compostos pode
estar relacionado ao aumento da solubilidade provocado pela incorporacdo as nanoparticulas,
especialmente para compostos hidrofébicos como o itraconazol. Também tem sido discutido
que as cargas negativas das nanoparticulas de PLGA poderiam interagir com a quitina,
carregada positivamente, da parede celular fungica. Essa interacdo eletrostatica facilitaria o
acesso das nanoparticulas as superficies celulares, sua acumulagdo e, possivelmente, a entrada
das substancias ativas liberadas ou das nanoparticulas nas células. Particulas com tamanho
proximo a 200 nm ja foram identificadas como capazes de ser captadas pelas células fingicas
(ARASOGLU et al., 2016). A afirmacdo da captacdao de nanoparticulas por fungos pode ser
reforcada, neste estudo, pelo fato de que um potente efeito antifingico do peptideo
incorporado as essas estruturas foi observado mesmo em meio a um processo de liberacao
lenta ainda estar ocorrendo. Essa poderia ser uma justificativa plausivel para o melhor efeito
antifingico de NP-CF-Ctn[15-34] aqui observado, ademais, a densidade aumentada de
peptideo nas nanoparticulas disponibilizados por volume e por numero de células-alvo pode
ser outro contribuinte para essa acdo melhorada. De todo modo, para fornecer uma explicacao
mais detalhada a respeito, outros estudos in vivo e in vitro sdo necessarios para avaliar os
mecanismos de interacdo entre as nanoparticulas e os fungos.

Além da melhora do efeito, tem sido relatada a capacidade das nanoparticulas de
reduzir a toxicidade de compostos antifiingicos (SCORZONI et al, 2016). Isso pode
representar em andlises futuras uma seguranca adicional ao CF-Ctn[15-34] veiculado em

nanoparticulas de PLGA.
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7 CONCLUSAO

Encontrar opcdes de tratamento mais potentes, menos prejudiciais e acessiveis €
um esforco continuo na ciéncia hoje e as nanoparticulas de PLGA mostraram ser uma
ferramenta valiosa e altamente eficaz no fornecimento de uma ampla variedade de agentes
bioativos. Neste estudo, foi desenvolvida uma formulagdo aprimorada de nanoparticulas de
PLGA para veicular o Ctn[15-34], um promissor agente antifingico peptidico derivado de
uma catelicidina da glandula de veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. As
nanoparticulas obtidas apresentaram boas caracteristicas fisico-quimicas e excelente
eficiéncia de encapsulacdo, bem como potencializaram a atividade antifingica do peptideo,

representando uma prdspera abordagem terapéutica para a veiculacdo de Ctn[15-34].



52

REFERENCIAS

AKHTAR, N.; VERMA, A.; PATHAK, K. Topical delivery of drugs for the effective
treatment of fungal infections of skin. Current Pharmaceutical Design, v. 21, n. 20, p.
2892-2913, maio 2015.

ALCANTARA, M. T. S.; VARCA, G. H. C.; GIANNINI, D. R.; RIELLA, H. G.; LUGAO,
A. B. Obtencdo e caracterizacdo de hidrogéis a base de polivinil dlcool de diferentes
propriedades. In: congresso brasileiro de engenharia e ciéncia dos materiais, 19. 2010,
Campos do Jordao.

ALLAHYARI, M.; MOHIT, E. Peptide/protein vaccine delivery system based on PLGA
particles. Human Vaccines & Immunotherapeutics, v. 12, n. 3, p. 806-828, mar. 2016.

ALMAAYTAH, A.; MOHAMMED, G.; ABUALHAIJAA, A.; AL-BALAS, Q. Development
of novel ultrashort antimicrobial peptide nanoparticles with potent antimicrobial and
antibiofilm activities against multidrug-resistant bacteria. Drug Design, Development And
Therapy, v. 11, p. 3159-3170, nov. 2017.

AMINL Y.; JAMEHDAR, S. A.; SADRL K.; ZARE, S.; MUSAVI, D.; TAFAGHODI, M.
Different methods to determine the encapsulation efficiency of protein

in PLGA nanoparticles. Bio-medical Materials and Engineering, v. 28, n. 6, p. 613-620, 22
nov. 2017.

ARANHA, 1. B.; LUCAS, E. F. Poli(Alcool Vinilico) modificado com cadeias
hidrocarbdnicas: avalia¢ao do balango hidréfilo/lipéfilo. Polimeros, v. 11, n. 4, p.174-181,
2001.

ARASOGLU, T.; DERMAN, S.; MANSUROGLU, B.; UZUNOGLU, D.; KOCYIGIT, B.;
GUMUS, B.; ACAR, T.; TUNCER, B. Preparation, characterization, and enhanced
antimicrobial activity: quercetin-loaded PLGA nanoparticles against foodborne

pathogens. Turkish Journal of Biology, v. 41, p. 127-140, 2017.

ARASOGLU, T.; MANSUROGLU, B.; DERMAN, S.; GUMUS, B.; KOCYIGIT, B.;
ACAR, T.; KOCACALISKAN, I. Enhancement of antifungal activity of juglone (5-hydroxy-
1,4-naphthoquinone) using a poly(d,l-lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticle

system. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 64, n. 38, p. 7087-7094, set. 2016.

ASGHARI, H. M; NANEKARANI, S. Antifungal activity of amphotericin b-loaded
nanoparticles. Journal of Advanced Agricultural Technologies, v. 3, n. 1, p. 26-29, 2016.

AULTON, M. E. Delineamento de formas farmacéuticas. 2. ed. Porto Alegre: Artmed,
2005.

BANIK, B. L.; FATTAHI, P.; BROWN, J. L. Polymeric nanoparticles: the future of
nanomedicine. Wiley Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology,
v. 8, n. 2, p. 271-299, ago. 2015.



53

BENEDICT, K.; JACKSON, B. R.; CHILLER, T. BEER, K. D. Estimation of direct
healthcare costs of fungal diseases in the United States. Clinical Infectious Diseases, p. 1-7,
set. 2018.

BHOWMIK, T.; SAHA, P. P.; DASGUPTA, A.; GOMES, A. Antileukemic potential of
pegylated gold nanoparticle conjugated with protein toxin (NKCT1) isolated from indian
cobra (Naja kaouthia) venom. Cancer Nanotechnology, v. 4, n. 1-3, p. 39-55, abr. 2013.

BHOWMIK, T.; SAHA, P. P.; SARKAR, A.; GOMES, A. Evaluation of cytotoxicity of a
purified venom protein from Naja kaouthia (NKCT1) using gold nanoparticles for targeted
delivery to cancer cell. Chemico-Biological Interactions, v. 261, p. 35-49, jan. 2017.

BOBO, D.; ROBINSON, K. J.; ISLAM, J.; THURECHT, K. J.; CORRIE S. R. Nanoparticle-
based medicines: A review of FDA-approved materials and clinical trials to
date. Pharmaceutical Research, v. 33, n. 10, p. 2373-2387, jun. 2016.

BOVERHOF, D. R.; BRAMANTE, C. M.; BUTALA, J. H.; CLANCY, S. F;
LAFRANCONI, M.; WEST, J.; GORDON, S. C. Comparative assessment of nanomaterial

definitions and safety evaluation considerations. Regulatory Toxicology and Pharmacology,
v.73,n. 1, p. 137-150, out. 2015.

BRANDELLI, A. Nanostructures as promising tools for delivery of antimicrobial
peptides. Mini-reviews in Medicinal Chemistry, v. 12, n. 8, p. 731-741, maio 2012.

BUDHIAN, A.; SIEGEL, S.J.; WINEY, K. I. Haloperidol-loaded PLGA nanoparticles:
Systematic study of particle size and drug content. International Journal of Pharmaceutics,
v. 336, n. 2, p. 367-375, maio 2007.

CAMPOY, S.; ADRIO, J. L. Antifungals. Biochemical Pharmacology, v. 133, p. 86-96, jun.
2017.

CARMONA, E. M.; LIMPER, A. H. Overview of treatment approaches for fungal
infections. Clinics in Chest Medicine, v. 38, n. 3, p. 393-402, set. 2017.

CAVALCANTE, C. S. P.; FALCAO, C. B.; FONTENELLE, R. O. S.; ANDREU, D ;
RADIS-BAPTISTA, G. Anti-fungal activity of Ctn[15-34], the C-terminal peptide fragment
of crotalicidin, a rattlesnake venom gland cathelicidin. The Journal of Antibiotics, v. 69, n.
11, p. 1-7, 2016.

CHANG, Y. L.; YU, S.J.; HEITMAN, J.; WELLINGTON, M.; CHEN, Y. L. New facets of
antifungal therapy. Virulence, v. 8, n. 2, p. 222-236, nov. 2017.

CHEN, C.; ZHU, X.; DOU, Y.; XU, J.; ZHANG, J.; FAN, T.; DU, J.; LIU, K.; DENG, Y ;
ZHAO, L.; HUANG, Y. Exendin-4 loaded nanoparticles with a lipid shell and aqueous core
containing micelles for enhanced intestinal absorption. Journal of Biomedical
Nanotechnology, v. 11, n. 5, p. 865-876, maio 2015.

CHEN, J.; GUO, Z.; TIAN, H.; CHEN, X. Production and clinical development of
nanoparticles for gene delivery. Molecular Therapy - Methods & Clinical Development, v.
3, p- 1-8, 2016.



54

CHEN, R.; RIVIERE, J. E. Biological and environmental surface interactions of
nanomaterials: characterization, modeling, and prediction. Wiley Interdisciplinary Reviews:
Nanomedicine and Nanobiotechnology, v. 9, n. 3, €1440, nov. 2016.

CHEREDDY, K. K.; HER, C. H.; COMUNE, M.; MOIA, C.; LOPES, A.; PORPORATO, P.
E.; VANACKER, J.; LAM, M. C.; STEINSTRAESSER, L.; SONVEAUX, P.; ZHU, H.;
FERREIRA, L. S.; VANDERMEULEN, G.; PREAT, V. PLGA nanoparticles loaded with
host defense peptide LL37 promote wound healing. Journal of Controlled Release, v. 194,
p- 138-147, nov. 2014.

CIOCIOLA, T.; GIOVATIL L.; CONTI, S; MAGLIANI, W.; SANTINOLI, C.; POLONELLI,
L. Natural and synthetic peptides with antifungal activity. Future Medicinal Chemistry, v.
8,n. 12, p.1413-1433, ago. 2016.

CRUCHO, C. L. C.; BARROS, M. T. Polymeric nanoparticles: A study on the preparation
variables and characterization methods. Materials Science and Engineering: C, v. 80, p.
771-784, nov. 2017.

DANAEI, M.; DEHGHANKHOLD, M.; ATAEL S.; HASANZADEH DAVARANI, F.;
JAVANMARD, R.; DOKHANI, A.; KHORASANI, S.; MOZAFARI, M. R. Impact of
particle size and polydispersity index on the clinical applications of lipidic nanocarrier
systems. Pharmaceutics, v. 10, n. 2, p. 1-17, maio 2018.

DANHIER, F.; ANSORENA, E.; SILVA, J. M.; COCO, R.; LE BRETON, A.; PREAT, V.
PLGA-based nanoparticles: An overview of biomedical applications. Journal of Controlled
Release, v. 161, n. 2, p. 505-522, jul. 2012.

DE BARROS, N. B.; MACEDQO, S. R. A.; FERREIRA, A. S.; TAGLIARI, M. P.; ZANCH]I,
F. B.; KAYANO, A. M.; SOARES, A. M.; NICOLETE, R. Liposomes Containing an ASP49-
phospholipase A2 from Bothrops Jararacussu snake venom as experimental therapy against
cutaneous leishmaniasis. International Immunopharmacology, v. 36, p. 225-231, jul. 2016.

DERMAN, S.; MUSTAFAEVA, Z. A.; ABAMOR, E. S.; BAGIROVA, M;
ALLAHVERDIYEV, A. Preparation, characterization and immunological evaluation: canine

parvovirus synthetic peptide loaded PLGA nanoparticles. Journal of Biomedical Science, v.
22,n. 1, p. 1-12, out. 2015.

DING, C.; LI, Z. A review of drug release mechanisms from nanocarrier systems. Materials
Science and Engineering: C, v. 76, p. 1440-1453, jul. 2017.

EL-SAY, K. M.; EL-SAWY, H. S. Polymeric nanoparticles: promising platform for drug
delivery. International Journal of Pharmaceutics, v. 528, n. 1-2, p. 675-691, ago. 2017.

ESSA, S.; LOUHICHI, F.; RAYMOND, M.; HILDGEN, P. Improved antifungal activity of
itraconazole-loaded PEG/PLA nanoparticles. Journal of Microencapsulation, v. 30, n. 3, p.
205-217, ago. 2012.

FALCAO, C. B.; DE LA TORRE, B. G.; PEREZ-PEINADO, C.; BARRON, A. E.;
ANDREU, D.; RADIS-BAPTISTA, G. Vipericidins: a novel family of cathelicidin-related



55

peptides from the venom gland of South American pit vipers. Amino Acids, v. 46, n. 11, p.
2561-2571, 2014.

FALCAO, C. B.; PEREZ-PEINADO, C.; DE LA TORRE, B. G.; MAYOL, X.; ZAMORA-
CARRERAS, H.;: JIMENEZ, M. A.; RADIS-BAPTISTA, G.; ANDREU, D. Structural
dissection of crotalicidin, a rattlesnake venom cathelicidin, retrieves a fragment with

antimicrobial and antitumor activity. Journal of Medicinal Chemistry. v. 58, p.
8553—8563, 2015.

FECZKO, T.: TOTH, J.: DOSA, G.; GYENIS, J. Optimization of protein encapsulation in
PLGA nanoparticles. Chemical Engineering and Processing: Process Intensification, v. 50,
n. 8, p. 757-765, ago. 201 1a.

FECZKO, T.; TOTH, J.; DOSA, G.; GYENIS, J. Influence of process conditions on the mean
size of PLGA nanoparticles. Chemical Engineering and Processing: Process Intensification,
v. 50, n. 8, p. 846-853, ago. 2011b.

FOSGERAU, K.; HOFFMANN, T. Peptide therapeutics: current status and future
directions. Drug Discovery Today, v. 20, n. 1, p. 122-128, jan. 2015.

GENG, H.; SONG, H.; QL J.; CUI, D. Sustained release of VEGF from PLGA nanoparticles
embedded thermo-sensitive hydrogel in full-thickness porcine bladder acellular
matrix. Nanoscale Research Letters, v. 6, n. 1, p. 312, 2011.

GUPTA, M.; SHARMA, V.; CHAUHAN, N. S. Promising novel nanopharmaceuticals for
improving topical antifungal drug delivery. In: GRUMEZESCU, A. M. (Ed.). Nano- and
Microscale Drug Delivery Systems: Design and fabrication. Elsevier, 2017. p. 197-228.

HAN, H. D.; BYEON, Y.; KANG, T. H.; Jung, I. D.; Lee, J. W.; Shin, B. C.; Lee, Y. J.;
Sood, A. K.; Park, Y. M. Toll-like receptor 3-induced immune response by poly(D,L-lactide-
co-glycolide) nanoparticles for dendritic cell-based cancer immunotherapy. International
Journal of Nanomedicine, v. 11, p. 5729-5742, nov. 2016.

HIREMATH, J.; KANG, K. [; XIA, M.; ELAISH, M.; BINJAWADAGI, B.; OUYANG, K.;
DHAKAL, S.; ARCOS, J.; TORRELLES, J. B.; JIANG, X.; LEE, C. W ;
RENUKARADHYA, G. J. Entrapment of HIN1 influenza virus derived conserved peptides
in PLGA nanoparticles enhances T cell Response and Vaccine Efficacy in Pigs. Plos One, v.
11, n. 4,e01519221, abr. 2016.

HONARY, S; ZAHIR, F. Effect of zeta potential on the properties of nano-drug delivery
systems - a review (part 1). Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v. 12, n. 2, p.
265-273, abr. 2013a.

HONARY, S; ZAHIR, F. Effect of zeta potential on the properties of nano-drug delivery
systems - a review (part 2). Tropical Journal of Pharmaceutical Research, v. 12, n. 2, p.
255-264, abr. 2013b.

HOOD, J. L.; JALLOUK, A. P.; CAMPBELL, N.; RATNER, L.; WICKLINE, S. A.
Cytolytic nanoparticles attenuate HIV-1 infectivity. Antiviral Therapy, v. 18, n. 1, p. 95-103,
2012.



56

HORTA, C. C. R.; CHATZAKI, M.; REZENDE, B. A.; MAGALHAES, B. F.; DUARTE, C.
G.; FELICOR], L. F.; OLIVEIRA-MENDES, B. B. R.; CARMO, A. O.; CHAVEZ-
OLORTEGUI, C.; KALAPOTHAKIS, E. Cardiovascular-active venom toxins: an overview.
Current Medicinal Chemistry, v. 23, n. 6, p. 603-622, mar. 2016.

IQBAL, M.; ZAFAR, N.; FESSI, H.; ELAISSARI, A. Double emulsion solvent evaporation
techniques used for drug encapsulation. International Journal of Pharmaceutics, v. 496, n.
2, p. 173-190, dez. 2015.

JAIN, K.K.. Nanobiotechnology. Reference Module in Life Sciences, 2017. Elsevier.

JALLOUK, A. P.; MOLEY, K. H.; OMURTAG, K.; HU, G.; LANZA, G. M.; WICKLINE,
S. A.; HOOD, J. L. Nanoparticle incorporation of melittin reduces sperm and vaginal
epithelium cytotoxicity. Plos One, v. 9, n. 4, €95411-1, abr. 2014.

JALLOUK, A. P.; PALEKAR, R. U.; PAN, H.; SCHLESINGER, P. H.; WICKLINE, S. A.
Modifications of natural peptides for nanoparticle and drug design. Advances in Protein
Chemistry and Structural Biology, p. 57-91, 2015.

JURJ, A.; BRAICU, C.; POP, L. A.; TOMULEASA, C.; GHERMAN, C. D.; BERINDAN-
NEAGOE, 1. The new era of nanotechnology, an alternative to change cancer treatment. Drug
Design, Development and Therapy, v. 11, p. 2871-2890, set. 2017.

KAUSHIK, N.; PUJALTE, G. G. A.; REESE, S. T. Superficial fungal infections. Primary
Care: Clinics in Office Practice, v. 42, n. 4, p. 501-516, dez. 2015.

KHAN, I; SAEED, K.; KHAN, 1. Nanoparticles: Properties, applications and toxicities.
Arabian Journal of Chemistry, maio 2017.

KING, G. F. Venoms as a platform for human drugs: Translating toxins into therapeutics.
Expert Opinion on Biological Therapy, v. 11, n. 11, p. 1469-1484, set. 2011.

KOH, C. Y.; KINI, R. M. From snake venom toxins to therapeutics - Cardiovascular
examples. Toxicon, v. 59, n. 4, p. 497-506, mar. 2012.

KUMAR, B.; JAJODIA, K.; KUMAR, P.; GAUTAM, H. K. Recent advances in
nanoparticle-mediated drug delivery. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v.
41, p. 260-268, out. 2017.

LEE, B. K.; YUN, Y. H.; PARK, K. Smart nanoparticles for drug delivery: boundaries and
opportunities. Chemical Engineering Science, v. 125, p. 158-164, mar. 2015.

LIN, P. C; LIN, S.; WANG, P. C.; SRIDHAR, R. Techniques for physicochemical
characterization of nanomaterials. Biotechnology Advances, v. 32, n. 4, p. 711-726, jul.
2014.

MA, W.; CHEN, M.; KAUSHAL, S.; MCELROY, M.; ZHANG, Y.; OZKAN, C.; BOUVET,
M.; KRUSE, C.; GROTJAHN, D.; ICHIM, T.; MINEV, B. PLGA nanoparticle-mediated
delivery of tumor antigenic peptides elicits effective immune responses. International



57

Journal of Nanomedicine, V. 7, p. 1475-1487, mar. 2012.

MALVERN INSTRUMENTS LIMITED. Zeta potential - An introduction in 30
minutes. 2017. Disponivel em: <https://www.malvernpanalytical.com/br/learn/knowledge-
center/technical-notes/TN101104ZetaPotentialIntroduction.html>. Acesso em: 10 jan. 2019.

MANSUR, A. A. P.; MANSUR, H. S. Estimativa do grau de hidrdlise do PVA através de
espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier. /n: Anais do 8° Congresso
Brasileiro de Polimeros. Aguas de Lindéia, 2005, 349-350.

MAO, J.; LIU, S.; AL, M.; WANG, Z.; WANG, D.; LI, X.; HU, K.; GAO, X.; YANG, Y. A
novel melittin nano-liposome exerted excellent anti-hepatocellular carcinoma efficacy with
better biological safety. Journal of Hematology & Oncology, v. 10, n. 1, p. 71, mar. 2017.

MIRAKABADI, A. Z.; MORADHASELLI, S. Comparative cytotoxic evaluation of free and
sodium alginate nanoparticle-encapsulated ICD-85 on primary lamb kidney cells. Iranian
Journal of Cancer Prevention. v. 6, n. 3, p.151-159, 2013.

MIR, M.; AHMED, N.; REHMAN, A. U. Recent applications of PLGA based nanostructures
in drug delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 159, p. 217-231, nov. 2017.

MISRA, S. K.; SCHWARTZ-DUVAL, A. S.; PAN, D. Genomic DNA interactions
mechanize peptidotoxin-mediated anticancer nanotherapy. Molecular Pharmaceutics, v. 14,
n. 7, p. 2254-2261, jun. 2017.

MOHAMMADI-SAMANI, S.; TAGHIPOUR, B. PLGA micro and nanoparticles in delivery
of peptides and proteins; problems and approaches. Pharmaceutical Development and
Technology, v. 20, n. 4, p. 385-393, fev. 2014.

MORADHASELL S.; MIRAKABADI, A. Z.; SARZAEEM, A.; KAMALZADEH, M.;
HOSSEINIA, R. H. Cytotoxicity of ICD-85 NPs on human cervical carcinoma HeLa cells

through caspase-8 mediated pathway. Iranian Journal of Pharmaceutical Research, v. 12,
n.1. p. 155-163, 2013.

NOVIENDRI, D. Microencapsulation of fucoxanthin by water-in-oil-in-water (w/o/w) double
emulsion solvent evaporation Method: A review. Squalen Bulletin of Marine and Fisheries
Postharvest and Biotechnology, v. 9, n. 3, p. 137-150, dez. 2014.

NUCHUCHUA, O.; NEJADNIK, M. R.; GOULOOZE, S. C.; Ljeskovi¢, N. J.; Every, H. A;
Jiskoot, W.; Characterization of drug delivery particles produced by supercritical carbon
dioxide technologies. The Journal of Supercritical Fluids, v. 128, p. 244-262, out. 2017.

PAGELS, R. F.; PRUD'HOMME, R. K. Polymeric nanoparticles and microparticles for the
delivery of peptides, biologics, and soluble therapeutics. Journal of Controlled Release, v.
219, p. 519-535, dez. 2015.

PARVEEN, S.; MISRA, R.; SAHOO, S. K. Nanoparticles: a boon to drug delivery,
therapeutics, diagnostics and imaging. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and
Medicine, v. 8, n. 2, p. 147-166, fev. 2012.



58

PELGRIFT, R. Y.; FRIEDMAN, A. J. Nanotechnology as a therapeutic tool to combat
microbial resistance. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 65, n. 13-14, p. 1803-1815, nov.
2013.

PENNINGTON, M. W.; CZERWINSKI, A.; NORTON, R. S. Peptide therapeutics from
venom: Current status and potential. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 26, n. 10, p.
2738-2758, jun. 2018.

PETRIZZO, A.; CONTE, C.; TAGLIAMONTE, M.; NAPOLITANO, M.; BIFULCO, K.;
CARRIERO, V.; DE STRADIS, A.; TORNESELLO, M. L.; BUONAGURO, F. M_;
QUAGLIA, F.; BUONAGURO, L. Functional characterization of biodegradable
nanoparticles as antigen delivery system. Journal of Experimental & Clinical Cancer
Research, v. 34, n. 1, p. 1-13, 6 out. 2015.

PIACENTINL, E. Encapsulation efficiency. Encyclopedia of Membranes, p. 706-707, 2016.
PRIMON-BARROS, M.; JOSE MACEDO, A. Animal venom peptides: Potential for new
antimicrobial agents. Current Topics in Medicinal Chemistry, v. 17, n. 10, p. 1119-1156,
fev. 2017.

QIU, L.; HU, B.; CHEN, H.; LL, S.; HU, Y.; ZHENG, Y.; WU, X. Antifungal efficacy of
itraconazole-loaded TPGS-b-(PCL-ran-PGA) nanoparticles. International Journal of
Nanomedicine, v. 10, p. 1415-1423, fev. 2015.

RAMSDEN, J J. Chapter 1 - What is nanotechnology? In: RAMSDEN, J. J. (Ed.). Applied
Nanotechnology: The conversion of research results to products micro and nano
technologies. 3. ed. William Andrew Publishing, 2018. p. 3-13.

RASHID, M.; AHMAD, Q. Z.; TAJUDDIN. Chapter 11 - Trends in Nanotechnology for
Practical Applications. In: MOHAPATRA, S. S.; RANJAN, S.; DASGUPTA, N..; MISHRA,
R. K.; THOMAS, S. (Ed.). Applications of Targeted Nano Drugs and Delivery

Systems: Nanoscience and nanotechnology in drug delivery. Elsevier, 2019. p. 297-325.

RIZVI, S. A.A.; SALEH, A. M. Applications of nanoparticle systems in drug delivery
technology. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 26, n. 1, p. 64-70, jan. 2018.

ROBINSON, S. D.; SAFAVI-HEMAMI, H. Venom peptides as pharmacological tools and
therapeutics for diabetes. Neuropharmacology, v. 127, p. 79-86, dez. 2017.

ROBINSON, S. D.; UNDHEIM, E. A. B.; UEBERHEIDE, B.; KING, G. F. Venom peptides
as therapeutics: Advances, challenges and the future of venom-peptide discovery. Expert
Review of Proteomics, v. 14, n. 10, p.931-939, set. 2017.

SADEGHI, M.; MCARTHUR, J. R.; FINOL-URDANETA, R. K.; ADAMS, D. J. Analgesic
conopeptides targeting G protein-coupled receptors reduce excitability of sensory neurons.
Neuropharmacology, v. 127, p. 116-123, dez. 2017.

SAHA, P. P.; BHOWMIK, T.; DASGUPTA, A. K.; GOMES, A. In vivo and in vitro toxicity
of nanogold conjugated snake venom protein toxin GNP-NKCT1. Toxicology Reports, v. 1,
p. 74-84, 2014.



59

SAJEVIC, T.; LEONARDIL A.; KRIZAJ, L. Haemostatically active proteins in snake venoms.
Toxicon, v. 57, n. 5, p. 627-645, abr. 2011.

SANDRESCHL S.; PIRAS, A. M.; BATONI, G.; CHIELLINI, F. Perspectives on polymeric
nanostructures for the therapeutic application of antimicrobial peptides. Nanomedicine, v. 11,
n. 13, p. 1729-1744, jul. 2016.

SANTALICES, 1.; GONELLA, A.; TORRES, D.; JOSE ALONSO, M. Advances on the
formulation of proteins using nanotechnologies. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, v. 42, p. 155-180, dez. 2017.

SARAIVA, C.; PRACA, C.; FERREIRA, R.; SANTOS, T.; FERREIRA, L.; BERNARDINO,
L. Nanoparticle-mediated brain drug delivery: overcoming blood—brain barrier to treat
neurodegenerative diseases. Journal of Controlled Release, v. 235, p. 34-47, ago. 2016.

SARAVANAN, S.; MALATHLS.; SESH. P. S. L., SELVASUBRAMANIAN, S.;
BALASUBRAMANIAN, S.; PANDIYAN, V. Hydrophilic poly (ethylene glycol) capped
poly (lactic-co-glycolic) acid nanoparticles for subcutaneous delivery of insulin in diabetic
rats. International Journal of Biological Macromolecules, v. 95, p. 1190-1198, fev. 2017.
SAWANT, B.; KHAN, T. Recent advances in delivery of antifungal agents for therapeutic
management of candidiasis. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 96, p. 1478-1490, dez.
2017.

SCORZONI, L.; DE PAULA E SILVA, A. C. A.; MARCOS, C. M.; ASSATO, P. A.; DE
MELO, W. C. M. A.; DE OLIVEIRA, H. C.; COSTA-ORLANDI, C. B.; MENDES-
GIANNINI, M. J. S.; FUSCO-ALMEIDA, A. M. Antifungal Therapy: New advances in the
understanding and treatment of mycosis. Frontiers in Microbiology, v. 08, n. 36, p. 1-23,
jan. 2017.

SCORZONI, L.; SANGALLI-LEITE, F.; DE LACORTE SINGULANLI, J.; de Paula E Silva.
A. C.; Costa-Orlandi, C.B.; Fusco-Almeida, A. M.; Mendes-Giannini, M. J. . Searching new
antifungals: The use of in vitro and in vivo methods for evaluation of natural

compounds. Journal of Microbiological Methods, v. 123, p. 68-78, abr. 2016.

SHARMA, S.; PARMAR, A.; KORI, S.;SANDHIR, R. PLGA-based nanoparticles: a new
paradigm in biomedical applications. Trac Trends in Analytical Chemistry, v. 80, p. 30-40,
jun. 2016.

SOLIMAN, G. M. Nanoparticles as safe and effective delivery systems of antifungal agents:
achievements and challenges. International Journal of Pharmaceutics, v. 523, n. 1, p. 15-
32, maio 2017.

SOMAN, N. R.; BALDWIN, S. L.; HU, G.; MARSH, J. N.; LANZA, G. M.; HEUSER, J. E.;
ARBEIT, J. M.; WICKLINE, S. A.; SCHLESINGER, P. H. Molecularly targeted nanocarriers
deliver the cytolytic peptide melittin specifically to tumor cells in mice, reducing tumor
growth. Journal of Clinical Investigation, v. 119, n. 9, p .2830-2842, set. 2009.

SONG, C.; NOH, Y. W.; LIM, Y. T. Polymer nanoparticles for cross-presentation of
exogenous antigens and enhanced cytotoxic T-lymphocyte immune response. International
Journal of Nanomedicine, v. 11, p. 3753-3764, ago. 2016.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016322851?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016322851?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016322851?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0141813016322851?via%3Dihub#!

60

SOUSA, D.; FERREIRA, D.; RODRIGUES, J. L.; RODRIGUES, L. R. Chapter 14 -
Nanotechnology in targeted drug delivery and therapeutics. In: MOHAPATRA, S. S.;
RANJAN, S.; DASGUPTA, N..; MISHRA, R. K.; THOMAS, S. (Ed.). Applications of
Targeted Nano Drugs And Delivery Systems: Nanoscience and nanotechnology in drug
delivery. Elsevier, 2019. p. 375-409.

SOUZA, A. C. O.; AMARAL, A. C. Antifungal therapy for systemic mycosis and the
nanobiotechnology era: Improving efficacy, biodistribution and toxicity. Frontiers in
Microbiology, v. 8, p. 336, mar. 2017.

SVETLICHNY, G.; KULKAMP-GUERREIRO, I. C.; CUNHA, S. L.; SILVA, F. E. K;
BUENQO, K.; POHLMANN, A. R.; FUENTEFRIA, A. M.; GUTERRES, S. S. Solid lipid
nanoparticles containing copaiba oil and allantoin: development and role of
nanoencapsulation on the antifungal activity. Die Pharmazie, v.70, n. 3, p. 155-164, mar.
2015.

SVILENOV, H.; TZACHEYV, C. Solid Lipid Nanoparticles — A promising drug delivery
system. Nanomedicine, p. 187-237, 2014.

SWIDER, E.; KOSHKINA, O.; TEL, J.; CRUZ, L. J.; DE VRIES, I. J. M.; SRINIVAS, M.
Customizing poly(lactic- co -glycolic acid) particles for biomedical applications. Acta
Biomaterialia, v. 73, p. 38-51, jun. 2018.

TANG, X.; ZHU, H.; SUN, L.; HOU, W.; CAI S.; ZHANG, R.; LIU, F. Enhanced antifungal
effects of amphotericin B-TPGS-b-(PCL-ran-PGA) nanoparticles in vitro and in
vivo. International Journal of Nanomedicine, p. 5403-5413, nov. 2014.

TEODORESCU, M.; BERCEA, M.; MORARIU, S. Biomaterials of PVA and PVP in
medical and pharmaceutical applications: Perspectives and challenges. Biotechnology
Advances, v. 37, n. 1, p. 109-131, jan. 2019.

VYSLOUZIL, Jakub; DOLEZEL, Petr; KEJDULOVA, Martina; Maskova, E.; Masek, J.;
Lukag, R.; Kost’édl, V.; Vetchy, D.; Dvorackova, K. Influence of different formulations and
process parameters during the preparation of drug-loaded PLGA microspheres evaluated by
multivariate data analysis. Acta Pharmaceutica, v. 64, n. 4, p. 403-417, dez. 2014.

WANG, G.; MISHRA, B.; LAU, K.; LUSHNIKOVA, T.; GOLLA, R.; WANG, X.
Antimicrobial Peptides in 2014. Pharmaceuticals, v.8, n.1, p.123-150, 2015.

WANG, M.; ZHANG, Y.; FENG, J.; GU, T.; DONG, Q.; YANG, X.; SUN, Y.; WU, Y _;
CHEN, Y.; KONG, W. Preparation, characterization, and in vitro and in vivo investigation of
chitosan-coated poly (d,l-lactide-co-glycolide) nanoparticles for intestinal delivery of
exendin-4. International Journal of Nanomedicine, v. 8, p.1141-1154, mar. 2013.

WEERDEN, N. L. van D.; BLEACKLEY, M. R.; ANDERSON, M. A. Properties and
mechanisms of action of naturally occurring antifungal peptides. Cellular and Molecular
Life Sciences, v. 70, n. 19, p. 3545-3570, fev. 2013.

WILCZEWSKA, A. Z.; NIEMIROWICZ, K.; MARKIEWICZ, K. H.; CAR, H. Nanoparticles
as drug delivery systems. Pharmacological Reports, v. 64, n. 5, p. 1020-1037, set. 2012.



61

XU, Y.; KIM, C. S.; SAYLOR, D. M.; KOO, D. Polymer degradation and drug delivery in
PLGA-based drug-polymer applications: A review of experiments and theories. Journal of
Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials, v. 105, n. 6, p. 1692-1716,
abr. 2016.

YANG, M.; LAL S. K.; YU, T.; WANG, Y. Y.; HAPPE, C.; ZHONG, W.; ZHANG, M.;
ANONUEVO, A.; FRIDLEY, C.; HUNG, A.; FU, J.; HANES, J. Nanoparticle penetration of
human cervicovaginal mucus: The effect of polyvinyl alcohol. Journal of Controlled
Release, v. 192, p. 202-208, out. 2014.

YE, C.; CHI, H. A review of recent progress in drug and protein encapsulation: approaches,
applications and challenges. Materials Science and Engineering: C, v. 83, p. 233-246, fev.
2018.

YU, M.; WU, J.; SHI, J.; FAROKHZAD, O. C. Nanotechnology for protein delivery:
overview and perspectives. Journal of Controlled Release, v. 240, p. 24-37, out. 2016.

ZAZ0, H.; COLINO, C. I.; LANAO, J. M. Current applications of nanoparticles in infectious
diseases. Journal of Controlled Release, v. 224, p. 86-102, fev. 2016.

ZHANG, X.; LIU, L.; CHAI G.; ZHANG, X.; LI, F. Brain pharmacokinetics of neurotoxin-
loaded PLA nanoparticles modified with chitosan after intranasal administration in awake
rats. Drug Development and Industrial Pharmacy, v. 39, n. 11, p. 1618-1624, 2 out. 2013.

ZHAO, H.; LIN, Z. Y.; YILDIRIMER, L.; DHINAKAR, A.; ZHAO, X.; WU, J. Polymer-
based nanoparticles for protein delivery: design, strategies and applications. Journal of
Materials Chemistry B, v. 4, n. 23, p. 4060-4071, 2016

ZHU, X.; RADOVIC-MORENO, A.F.; WU, J.; LANGER, R.; SHI, J. Nanomedicine in the
management of microbial infection — Overview and perspectives. Nano Today, v. 9, n. 4, p.
478-498, ago. 2014.



