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RESUMO 

 A utilização de fragmentos de anticorpo scFv anti-LDL(-) mostra-se uma 

estratégia promissora na intervenção e prevenção da aterosclerose, visto o papel 

desempenhado pela LDL(-) na progressão da doença. Nanocápsulas de núcleo 

lipídico (LNC) são sistemas versáteis que tem sido estudados nos últimos anos 

como carreadores de fármacos em seu interior, bem como plataforma para 

funcionalização de superfície com diferentes espécies moleculares ou 

macromoleculares.  Este estudo objetivou a otimização do processo de síntese one-

pot de nanocápsulas multiparede por meio da determinação da concentração de 

lecitina e quitosana para a formação de monocamadas completas, bem como 

determinar a eficiência de complexação de íons zinco e do scFv anti-LDL(-) na 

superfície das nanoestruturas. Para isso, na primeira e segunda etapas do estudo 

foram preparadas suspensões de LNC variando a concentração de lecitina de soja e 

quitosana, respectivamente. Na terceira etapa, foi avaliada a eficiência de ligação de 

íons zinco nas nanocápsulas revestidas com lecitina-quitosana por meio do estudo 

de adsorção do metal na superfície das partículas. Na última etapa, foi determinada 

a eficiência de ligação do scFv anti-LDL(-) à superfície das nanocápsulas 

multiparede otimizadas por meio da quantificação do fragmento de anticorpo. Como 

resultados, foi proposta a organização das moléculas de lecitina de soja em torno 

das nanocápsulas na forma de estruturas semelhantes a lipossomas e que a 

saturação da superfície das mesmas ocorre na concentração de 9 mg/mL desse 

tensoativo. Adicionalmente, a concentração ótima de quitosana para o revestimento 

das partículas foi igual a 0,7 mg/mL. Na terceira etapa, a complexação de zinco na 

superfície das partículas motrou ser pH dependente, sendo a concentração ótima de 

metal para a ligação do fragmento de anticorpo igual a 25 µg/mL. Na última etapa, a 

complexação do scFv anti-LDL(-) à superfície das nanocápsulas multiparede foi 

dependente de sua concentração inicial no meio, sendo selecionada a formulação 

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

 

Palavras-chave: nanocápsulas multiparede, quimiosorção, scFv anti-LDL(-), 

aterosclerose. 



 
 

One-pot synthesis of multiwall nanocapsules functionalized with single-chain 

fragments variable of anti-LDL (-): process optimization and selection of 

formulation.  

The use of antibody fragments scFv anti-LDL (-) appears to be a promising strategy 

for intervention and prevention of atherosclerosis, since the role of the LDL (-) on the 

disease progression. Lipid-core nanocapsules (LNC) are versatile systems that have 

been studied in recent years as drug carriers, as well as a platform for surface 

functionalization with different molecular or macromolecular species. This study 

aimed to optimize the synthesis process one-pot of multi-wall nanocapsules by 

determining the concentration of lecithin and chitosan to form complete monolayers 

and to determine the efficiency of complexation of zinc ions and scFv anti-LDL (-) on 

the nanostructures surface.  

For this reason, in the first and second phases of this study LNC suspensions varying 

the concentration of soy lecithin and chitosan, respectively, were prepared. In the 

third step, the efficiency of binding of zinc ions in nanocapsules coated with lecithin-

chitosan was evaluated  by a study of the adsorption of the metal on the particles 

surface. In the last step, the binding efficiency of the scFv anti-LDL(-) on the 

optmized multi-wall nanocapsules surface was determined.As results, it was 

proposed that the organization of the molecules of soy lecithin around the 

nanocapsules in the form of liposome-like structures and that the saturation of the 

surface occurs at the concentration of 9 mg/mL of soy lecithin. Moreover the optimal 

concentration of chitosan for coating the particles was equal to 0.7 mg / ml. In the 

third step, the complex of zinc in the particle surface shown be pH dependent, with 

an optimal concentration of zinc for binding with the antibody fragment equal to 25 

mg/mL. In the last step, the complexation of the scFv anti-LDL(-) on the surface of 

multi-wall nanocapsules was dependent of the its initial concentration at the medium, 

being selected formulation whose molar ratio of zinc:scFv anti-LDL (-) equal to 

12,5:1. 

 

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

atherosclerosis. 
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1. Introdução 

Doenças cardiovasculares são uma das maiores causas de mortalidade 

mundial e representam um grande impacto econômico para o sistema de saúde no 

Brasil (Azambuja et al., 2008; Wang et al., 2012). Entre os fatores de risco para 

desenvolvimento de aterosclerose, destacam-se os níveis séricos elevados de 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL) (Gleissner et al., 2007). O evento inicial da 

aterogênese é marcado pela migração de LDL para a parede arterial. No interior das 

artérias a LDL sofre modificações, catalisadas por enzimas ou devido à ação de 

espécies reativas ao oxigênio, transformando-se em LDL eletronegativa [LDL(-)]. 

Essa partícula é responsável pela indução de células efetoras do sistema imune 

como os macrófagos que, devido à captação descontrolada da LDL(-), transformam-

se em células espumosas, que secundariamente sofrem necrose, formando a lesão 

aterosclerótica (Gleissner et al., 2007; Lundberg et al., 2010; Fuhrman , 2012).  

Tendo em vista que a aterosclerose é um processo imune-inflamatório 

crônico, torna-se importante a utilização de estratégias visando imunomodulação do 

processo (Siqueira et al., 2006). Nesse sentido, a utilização de anticorpos e/ou 

fragmentos, em especial o fragmento variável de anticorpo de cadeia única anti-

LDL(-), scFv anti-LDL(-), tem demonstrado efeito promissor na proteção contra 

aterosclerose (Grosso et. al., 2008; Kazuma, 2010; Cavalcante, 2012). Por outro 

lado, a aplicação dessa biomolécula como agente terapêutico é dificultada por 

fatores como o baixo tempo de circulação no meio biológico atribuído pela captação 

pelo sistema imune e pela rápida metabolização enzimática. 

A nanomedicina envolve o estudo e manipulação de materiais que visam a 

obtenção de dispositivos com tamanho nanométrico com propriedades diferenciadas 

para aplicação na terapêutica (Jain et al., 2005; Tansil & Gao, 2006). Esses sistemas 

têm sido amplamente estudados na área farmacêutica atuando na veiculação de 

fármacos e/ou também combinados a biomoléculas, como hormônios, DNA, 

anticorpos e fragmentos de anticorpos, formando sistemas híbridos, como uma 

estratégia visando o aumento da biodisponibilidade, a proteção contra a degradação 

enzimática, a redução da toxicidade de fármacos em diversas farmacoterapias (Dhar 

et al., 2008; Biju, 2014), devido ao seu efeito protetor, a modulação da liberação, 

além de facilitar o transporte através de barreiras biológicas (Alonso et al., 2004).  
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Na terapêutica, a conjugação de anticorpos e/ou fragmentos de anticorpos à 

superfície de nanocarreadores é utilizada como uma estratégia visando o 

direcionamento do nanocarreador para um tecido específico, bem como o aumento 

da eficiência dessas biomoléculas. Em especial, o desenvolvimento de 

nanopartículas conjugadas a fragmentos de anticorpo de cadeia simples (scFv) é 

especialmente desejável visando o aumento do tempo de meia-vida na circulação. 

As nanocápsulas poliméricas representam uma ferramenta promissora na 

veiculação de peptídeos em sua superfície, como na encapsulação de diversos 

fármacos (Oliveira et al., 2013; Pohlmann et al., 2013; Tosi et al., 2013 Bender et al., 

2014). Esses sistemas são constituídos por núcleo oleoso envolvido por uma parede 

polimérica biocompatível e biodegradável, sendo na maioria das vezes destinados 

para a administração sistêmica (Bender et al., 2012; Vauther & Bouchemal, 2009; 

Schaffazick, et al., 2003). Tais dispositivos podem ainda ter a sua superfície 

modificada pelo recobrimento de polissacarídeos catiônicos, como a quitosana, de 

forma a fornecer propriedades diferenciadas às nanocápsulas no meio biológico 

(Siqueira et al., 2011; Bender et al., 2012). Além disso, partículas construídas com 

esse polissacarídeo catiônico possuem a capacidade em ligar íons metálicos de 

forma a fornecer sítios de ligação para complexar com diferentes fármacos 

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

Considerando as características inerentes à utilização de fragmentos de 

anticorpos na terapia da aterosclerose, Bender et al. (2014) desenvolveram novas 

nanocápsulas poliméricas, chamadas nanocápsulas multiparede, empregando 

nanocápsulas de núcleo lipídico de poli(ε-caprolactona) como núcleo. As 

nanocápsulas multiparede são revestidas com lecitina, seguida de quitosana e 

complexadas com íons metálicos, capazes de conjugar em sua superfície diferentes 

espécies moleculares e macromoleculares, como os fragmentos de anticorpo scFv 

anti-LDL(-). A grande vantagem desse processo de funcionalização de superfície 

das nanocápsulas poliméricas é a conjugação por ligação química não-covalente 

sem gerar resíduos e ao mesmo tempo preservando a capacidade do scFv anti-

LDL(-) em se ligar ao seu receptor. Assim, o scFv anti-LDL(-) na superfície das 

nanocápsulas é capaz de capturar por reconhecimento molecular  LDL(-) presente 
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no meio. Essa estratégia tem potencial inovador para que futuramente este tipo de 

sistema possa vir a ser usado na terapêutica da aterosclerose. 

Tendo em vista os resultados obtidos previamente por Bender et al. (2014), e 

a importância de se conhecer o tipo de interação estabelecida entre moléculas e/ou 

biomoléculas farmacologicamente ativas com a superfície de nanocarreadores, 

torna-se importante a caracterização dos processos de adsorção, visando uma 

melhor compreensão das interações fármaco-partícula e, também, da capacidade de 

ligação dessas moléculas às nanoestruturas. Assim, o presente estudo tem como 

objetivo otimizar a síntese das nanocápsulas multiparede funcionalizadas 

determinando a concentração de cada componente para a formação de 

monocamadas completas de cada componente utilizado para o revestimento e 

funcionalização, bem como avaliar a capacidade de ligação do scFv anti-LDL(-) à 

superfície dessas nanocápsulas. 
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2. Objetivo 

O presente trabalho tem por objetivo otimizar o processo "one pot" 

multicomponente de síntese das nanocápsulas multiparede funcionalizadas 

determinando a concentração ótima de lecitina e de quitosana para a formação de 

monocamadas completas e concêntricas de revestimento, determinar a eficiência de 

complexação de íons zinco, bem como avaliar a eficiência de ligação do scFv anti-

LDL(-) à superfície dessas nanocápsulas. 

2.1 Objetivos Específicos 

 Determinar a concentração ótima de lecitina para obtenção de nanocápsulas 

de núcleo lipídico estabilizadas pelo sistema lecitina-polissorbato 80; 

 Determinar a concentração ótima de quitosana para o revestimento de 

nanocápsulas de núcleo lipídico estabilizadas pelo sistema lecitina-polissorbato 80, 

empregando-se a estratégia layer-by-layer; 

 Determinar a eficiência de complexação de íons zinco nas nanocápsulas 

revestidas com lecitina-quitosana e estabilizadas com polissorbato 80 pela 

quantificação de zinco e estudo de isotermas de adsorção; 

 Avaliar a eficiência de ligação do scFv anti-LDL(-) à superfície das 

nanocápsulas multiparede pela quantificação do fragmento de anticorpo. 
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3. Revisão na Literatura 

3.1 A Aterosclerose 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, as doenças cardiovasculares são 

as principais causas de mortalidade mundial (WHO, 2013), sendo que em 2008 o 

número de mortes prematuras atribuídas a essa enfermidade ultrapassou os 17 

milhões (WHO, 2011). No Brasil, a estimativa de prevalência de doenças do coração 

beira os 6 milhões representando grande impacto econômico para o sistema de 

saúde (Balbinotto et al., 2008; Azambuja et. al., 2008).  

 O desenvolvimento da aterosclerose é complexo e multifatorial, envolvendo 

fatores genéticos e uma série de características que predispõe o seu 

desenvolvimento, como o tabagismo, sedentarismo, uso excessivo de álcool e má 

dieta, levando muitos anos para se desenvolver, sendo um dos principais processos 

patológicos que está relacionado diretamente com doenças coronarianas e com o 

acidente vascular cerebral (Sherer et al., 2006; WHO, 2011). A aterosclerose 

consiste em uma doença crônica da parede arterial envolvendo um intenso processo 

inflamatório, cujo quadro clínico é caracterizado pelo estreitamento do lúmen dos 

vasos sanguíneos, devido à formação de placas ateroscleróticas, passíveis de sofrer 

ruptura ou trombose, tendo como evento mais grave o infarto agudo do miocárdio 

(Sherer & Shoenfeld, 2006).  

O evento inicial da formação da placa aterosclerótica consiste na migração de 

partículas de LDL para a parede arterial. Na íntima, a LDL sofre modificações 

decorrentes da ação de espécies reativas ao oxigênio ou de enzimas, 

transformando-se em LDL(-) (Gleissner et al., 2007). Essa partícula é responsável 

pelo recrutamento de células efetoras do sistema imune como os monócitos e 

linfócitos T. Na íntima, os monócitos se diferenciam em macrófagos e iniciam a 

captação descontrolada da LDL(-), transformam-se em células espumosas, que 

secundariamente sofrem necrose, culminando na formação da lesão aterosclerótica; 

ao mesmo tempo, células T também são recrutadas para o espaço subendotelial, 

produzindo quimiocinas promovendo uma resposta inflamatória sistêmica (Gleissner 

et al., 2007; Lundberg & Hansson, 2010; Furhrman et al., 2012; Sherer & Shoenfeld, 

2006).  

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

se os níveis séricos elevados de LDL (Gleissner et al., 2007). Esta lipoproteína 
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consiste em uma partícula de, aproximadamente, 25 nm, contendo um núcleo oleoso 

formado por triglicerídeos e ésteres de colesterol e uma parede formada por 

fosfolipídios, colesterol livre e a apolipoproteína B-100 (apo-B 100) (principal 

apolipoproteína), sendo responsável pelo transporte de colesterol para os tecidos 

periféricos que contêm receptores específicos para a apo-B 100 (Nelson & Cox, 

2006; Gleissner et al., 2007). 

Alguns trabalhos mostram que a LDL(-) é a forma de LDL mais pró-

aterogência, contribuindo para a formação das células espumosas (Sherer & 

Shoenfeld, 2006; Goyal et al., 2012; Gleissner et al., 2007). Diversos mecanismos 

tem sido propostos para o aumento do recrutamento dos monócitos, entre eles 

destacam-se a indução da expressão de moléculas de adesão, fatores de 

crescimentos e espécies quimiotáticas nas células endoteliais e a ativação 

plaquetária, induzindo a formação de agregados entre plaquetas e monócitos, 

aumentando a aderência dos monócitos ao endotélio (Gleissner et al., 2007).   

A LDL(-) possui uma maior carga negativa em relação à LDL e uma menor 

afinidade de ligação ao receptor da LDL, resultando no aumento do seu tempo de 

circulação, tornando-a mais prejudicial em relação à LDL (Cavalcante, 2012). Essa 

modificação resulta em uma resposta imune direcionada contra os epítopos 

específicos dessa lipproteina, levando à produção de autoanticorpos específicos 

para a LDL(-), culminando em um intenso processo inflamatório com a formação de 

imunocomplexos e células espumosas (Mello et al., 2011; Faulin et al. 2012). Além 

disso, tem sido verificado que os níveis séricos de LDL(-) são elevados em pacientes 

com alto risco de doença cardiovascular (Oliveira et al., 2006). 

Tendo em vista o caráter imune-inflamatório crônico envolvido no processo de 

desenvolvimento da aterosclerose, estudos realizados pelo grupo de pesquisa da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo tem 

investigado terapias baseadas na utilização de anticorpos ou fragmentos de 

anticorpos (Fab ou scFv) direcionados contra a LDL(-) (Grosso et al., 2008; Kazuma, 

2010; Shoenfeld et al., 2012; Cavalcante, 2012). Em especial, a utilização de 

fragmentos variáveis de anticorpos de cadeia única (scFv) tem mostrado resultados 

interessantes devido à sua capacidade de difusão entre os tecidos, melhor 

eliminação dos imunocomplexos produzidos e menor imunogenicidade, atribuída à 

ausência da porção Fc (Kazuma, 2010; Cavalcante, 2012). O scFv é formado pela 
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união das frações variáveis das cadeias leve e pesada do fragmento de anticorpo 

unidas por um peptídeo hidrofílico, conferindo maior estabilidade a essa unidade 

estrutural que previne a sua dissociação (Figura 1A) (Kazuma, 2010). Além disso, 

como o scFv deriva dos locais de ligação do anticorpo intacto, não existe qualquer 

perda significativa de especificidade e de afinidade de ligação ao antígeno e sim 

apenas modificações referentes às propriedades farmacocinéticas. 

 

 

Figura 1. Em (A) representação esquemática dos principais fragmentos de um 
anticorpo. O fragmento scFv é formado por um peptídeo conector, responsável pela 
união da extremidade C-terminal da cadeia pesada (VH) com a extremidade N-
terminal da cadeia leve (VL) e, em (B) análise da purificação do scFv anti-LDL(-) em 
gel de poliacrilamida 13% corado com prata (a banda de 28 kDa corresponde ao 
scFv anti-LDL(-) e a banda de 35 kDa refere-se ao scFv anti-LDL(-) glicosilado, 
ambos produzidos pela levedura P. pastoris) (Adaptado de Cavalcante, 2012). 

 

Diante do papel exercido pela LDL(-) na progressão da aterogênese, Kazuma 

et al. (2013) realizaram a expressão de scFV anti-LDL(-), em leveduras da espécie 

P. pastoris, visando avaliar o seu efeito ateroprotetor. Tal fragmento contém um 

cauda de seis resíduos de histidina na sua porção C-terminal e peso molecular igual 

a 28 kDa (Figura 1B). Após a sua avaliação em cultura de macrófagos, foi 

demonstrado a capacidade dessa proteína em inibir a formação de células 

espumosas e a redução da expressão gênica de mediadores pró-inflamatórios, 

encorajando a sua utilização no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

visando neutralizar os efeitos pró-aterogênicos da LDL(-). 

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

scFv anti-LDL(-) na prevenção do surgimento da lesão aterosclerótica e como uma 
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alternativa para o tratamento dessa doença, fatores relacionados a sua rápida 

eliminação do organismo, devido ao seu tamanho reduzido em relação anticorpo 

completo traz evidência da necessidade da utilização de tecnologias que promovam 

um maior tempo de circulação no organismo, de forma a aumentar a eficácia dessa 

biomolécula. 

3.2 Nanotecnologia como proposta para vetorização de agentes terapêuticos 

A nanotecnologia consiste no estudo, criação e manipulação de materiais 

visando à obtenção de dispositivos com tamanho restrito à faixa nanométrica, 

conferindo propriedades diferenciadas (Jain et al., 2005). Segundo a União Européia 

(2011), nanomaterial é todo aquele material cuja distribuição de tamanho de 

partícula, por número, apresente 50% ou mais partículas com diâmetro entre 1 e 100 

nm, embora, em alguns casos, como na área da nanomedicina, tal limite pode ser 

substituído por um limiar entre 1% e 50% do número de partículas.  

Os nanomateriais são desenvolvidos visando à obtenção de novas 

características, como aumento da reatividade, força ou condutividade química, em 

comparação ao mesmo material na sua forma bulk, devido ao tamanho de partícula 

reduzido. Embora esses materiais apresentem características diferenciadas, fatores 

relacionados à sua segurança, envolvendo aspectos como a exposição ambiental a 

estes materiais, ainda não estão completamente definidos pela ciência, devendo tal 

avaliação ser realiada caso a caso (União Européia, 2014). 

A nanomedicina consiste em campo da ciência dentro da nanotecnologia que 

se desenvolveu devido à necessidade de estratégias buscando melhorar 

propriedades biofarmacêuticas de moléculas bioativas após a sua administração. 

Tais características podem ser representadas pela sua distribuição ampla e não 

específica no organismo, refletindo no aumento da toxicidade e na não aderência do 

paciente ao tratamento, e pela baixa capacidade dessas moléculas em transpor 

barreiras biológicas, dificultando a eficácia do tratamento (Alonso et al., 2004; Tosi et 

al., 2013). 

Devido ao grande potencial dos sistemas nanoscópicos, nos últimos anos tem 

havido um crescente interesse na sua utilização para atuarem tanto como 

carreadores de agentes terapêuticos, como para sua aplicação em sistemas de 

diagnóstico (Jain et al., 2005; Tansil & Gao, 2006; Torchilin, 2006). Entre as 

vantagens da utilização de nanopartículas na terapêutica, destacam-se i) a proteção 
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de moléculas contra a degradação enzimática no meio biológico, como é o caso de 

proteínas, que são facilmente metabolizadas e eliminadas do organismo; ii) a 

redução dos efeitos tóxicos provenientes de fármacos, exemplificado pela maioria 

dos quimioterápicos usados no tratamento contra o câncer, devido à liberação e 

sítio-específica promovida por tais sistemas e iii) o aumento do tempo de meia vida 

de fármacos no meio biológico, uma vez que o seu tempo de circulação no 

organismo será dependente das propriedades físico-químicas do carreador (Alonso 

et al., 2004; Dhar et al., 2008; Bernardi et al., 2009). 

Os nanocarreadores podem variar de acordo com o tamanho, forma e 

química de superfície que, por consequência, influenciará na sua capacidade de 

encapsulação, taxa de liberação, estabilidade e distribuição no meio biológico (Haley 

& Frenkel, 2008). Além disso, por se tratar de um veículo para a liberação de 

fármacos, é desejável que um nanocarreador seja construído por materiais 

biocompatíveis e biodegradáveis e que seus produtos de degradação não 

desencadeiem efeitos tóxicos no organismo (Haley & Frenkel, 2008). 

Nanoemulsões e lipossomas, bem como nanopartículas poliméricas 

(exemplificadas pelas nanocápsulas e nanoesferas), são exemplos de estruturas 

automontáveis constituídas por materiais orgânicos, diferindo-se entre si de acordo 

com sua composição e organização a nível molecular. Como consequência, é 

conferida a cada uma delas a capacidade de carrear diferentes tipos de fármacos. 

Nanocápsulas poliméricas são formadas por um núcleo oleoso envolto por 

uma parede polimérica estabilizada por um sistema tensoativo; enquanto as 

nanoesferas diferem das primeiras por não apresentarem óleo em sua composição, 

consistindo, dessa forma, em sistemas matriciais (Schaffazick et al., 2003; Mora-

Huertas et al., 2010). Já as nanoemulsões são definidas por sistemas óleo/água no 

qual a fase interna (geralmente oleosa) é estabilizada por um sistema emulsionante; 

enquanto os lipossomas consistem em sistemas vesiculares aquosos envoltos por 

uma bicamada fosfolipídica (Bruxel et al., 2012; Mertins et al., 2009a).  

Devido às características estruturais de cada um desses sistemas, 

nanopartículas poliméricas e nanoemulsões são, em geral, utilizadas para 

encapsular fármacos pobremente solúveis (Bruxel et al., 2012; Souto et al., 2012; 

Oliveira et al., 2013); enquanto lipossomas podem carrear tanto moléculas 

hidrossolúveis em seu interior aquoso, como substâncias pobremente solúveis 
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incorporadas no interior da bicamada lipídica (Gulati et al., 1998; Mertins et al., 

2006). Além disso, tendo em vista que a utilização de nanocarreadores tem como 

um dos principais objetivos o aumento do seu tempo de circulação no organismo, 

promovendo a liberação na circulação sistêmica de um modo contínuo e controlado, 

tais sistemas devem evitar tanto a adsorção de proteínas plasmáticas, como seu 

reconhecimento por células fagocíticas, responsáveis pela rápida eliminação do 

organismo (Gref, et al., 1995). 

Nesse sentido, estudos tem focado na construção de sistemas furtivos 

utilizando-se polímeros sintéticos hidrofílicos não-iônicos, capazes de se adsorver na 

interface partícula/água promovendo a estabilização do sistema. Entre eles 

destacam-se poli(etilienoglicol) (PEG), copolímeros de óxido de polipropileno 

(exemplificado pelos Poloxamers), Poli(vinilpirrolidona) e o monooleato de sorbitano 

polietoxilado (polissorbato 80) (Torchilin, 2006; Bender et al., 2012; Melo et al., 

2012). O mecanismo de estabilização no meio biológico promovido pela utilização de 

tais moléculas está relacionado ao aumento da hidrofilia da superfície da partícula e 

ao impedimento estérico promovido pelas cadeias hidrofílicas longas e flexíveis 

desses polímeros presentes na superfície das partículas, dificultando a ligação de 

proteínas plasmáticas (Gref et al., 1995). Além do aumento da estabilidade e tempo 

de meia-vida das partículas na circulação, tal estratégia viabiliza vetorização passiva 

do sistema para o tecido alvo, permitindo a obtenção de uma menor biodistribuição 

do fármaco (Torchilin, 2006).  

3.3 Modificação superficial de nanocarreadores visando a obtenção de sistemas 

multifuncionais inteligentes 

 Além de ser uma estratégia para aumentar o tempo de circulação do 

nanocarreador no organismo, a modificação da superfície desses sistemas também 

consiste em uma alternativa visando promover o direcionamento sítio-específico 

para o tecido alvo, atuando, dessa forma, como ferramenta para promover o controle 

das características físico-químicas e, por consequência, das propriedades 

farmacológicas e toxicológicas dos nanomateriais (Biju, 2014). A elevada razão 

superfície/volume faz desses sistemas materiais versáteis, pois permite a 

conjugação de uma ampla gama de moléculas em sua superfície, como peptídeos, 

anticorpos, fármacos e ácidos nucleicos, ou mesmo outros tipos de nanoestruturas, 
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visando o direcionamento para um sítio alvo (Qi et al., 2012; Su et al., 2012; Biju, 

2014; Caroni et al., 2012; de Lima et al., 2013). 

Além disso, devido ao fato de alguns nanomateriais de apresentarem uma 

estrutura vesicular, surge também a possibilidade de incorporar em seu interior, 

moléculas farmacologicamente ativas, visando sua liberação controlada, obtendo-se 

dessa forma sistemas inteligentes capazes realizar, simultaneamente, funções 

terapêuticas e diagnósticas (Torchilin, 2006). Nesse sentido, estudos tem focado na 

construção de sistemas multifuncionais, com elevado tempo de meia-vida no meio 

biológico, ao mesmo tempo, vetorizados ativamente para um sítio alvo, devido à 

presença, na superfície do nanocarreador, de um ligante específico contendo 

afinidade a um receptor super expresso na célula alvo (Haley & Frenkel, 2008; Biju, 

2014).  

Em trabalhos prévios, Su et al. (2012) desenvolveram lipossomas poliméricos 

multifuncionais com superfície modificada (PEG/RGD-lipossomas) pela incorporação 

do polímero PEG e do peptídeo RGD e com partículas paramagnéticas 

encapsuladas, visando a obtenção de um sistema estável no meio biológico, capaz 

de ser guiado para o tecido tumoral, sob a aplicação de um campo magnético, e com 

maior capacidade de internalização pelas células tumorais, pela presença do 

tripeptídeo acoplado em sua superfície, para a vetorização ativa do fármaco 

epidoxorrubicina. Em ensaios de captação celular em cultura de células MCF-7, foi 

verificado uma maior captação nas culturas onde foi adicionada a suspensão 

contendo RGD em sua superfície, em comparação aos lipossomas sem partículas 

paramagnéticas e o tripeptídeo, evidenciando a maior afinidade desses sistemas 

pelas células alvo. 

 A conjugação de um ligante à superfície de um nanocarreador pode ser 

estabelecida tanto por ligação covalente, como por interação eletrostática ou por 

forças de Van der Waals. É importante ressaltar que a construção desses sistemas 

híbridos deve ser realizada, preferencialmente, por métodos que não comprometam 

a estrutura do nanocarreador e a funcionalidade e afinidade do ligante por seu 

receptor. Além disso, é necessário que os componentes presentes na superfície da 

partícula não interfiram na atividade do ligante, devido ao impedimento estérico que 

pode ser causado, por exemplo, pela presença das cadeias hidrofílicas do polímero 

utilizado para a estabilização da partícula (Torchilin et al., 2006). 
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Métodos baseados na conjugação covalente são caracterizados por permitir a 

formação de uma ligação mais estável, prevenindo a dissociação do sistema (Ranna 

et al., 2010); no entanto alguns fatores, como o longo tempo experimental, a 

possibilidade de ligações não-específicas e a necessidade de etapas de purificação 

e a utilização de reagentes que podem levar à desnaturação proteica e consequente 

perda da atividade, são limitações associadas a essa técnica (Di Marco et al., 2010). 

Assim, torna-se necessário o desenvolvimento de técnicas mais efetivas e simples 

para a funcionalização superficial de nanopartículas baseando-se em interações 

específicas entre o nanocarrreador e o ligante. 

Nesse sentido, interações nanopartícula-ligante mediada por espécies 

metálicas tem mostrado ser eficaz na conjugação sítio específica, proporcionando a 

integridade do sistema. Tal fato pode ser exemplificado pela presença de uma cauda 

histidina, incorporada por técnicas de DNA recombinante, fusionada a estrutura de 

algumas proteínas (Abad et al., 2005), a qual é atribuída a afinidade de algumas 

espécies metálicas (como o Cu2+, Zn2+, Ni2+ e Co2+) devido à presença do nitrogênio 

aromático presente na cadeia lateral desse aminoácido (Bresolin et al., 2009). 

Outra abordagem para a funcionalização da superfície de nanocarreadores, a 

partir da ligação com biomoléculas, tem como objetivo o aumento do tempo de meia-

vida do ligante na circulação, evitando a sua rápida degradação. Dessa forma, 

estudos tem focado no desenvolvimento de sistemas nanoscópicos formados por 

polímeros catiônicos capazes de carrear, em sua superfície, ácidos nucleicos por 

meio de interações eletrostáticas, de forma a proteger essas biomoléculas contra a 

degradação e, simultaneamente, servir como estratégia para aumentar a captação 

celular (Mao et al., 2011; Lehner et al., 2013).  

Tendo em vista a importância da interação entre moléculas e/ou biomoléculas 

farmacologicamente ativas com a superfície de nanocarreadores para a construção 

dos sistemas multifuncionais, alguns estudos tem focado na caracterização dos 

processos de adsorção, visando uma melhor compreensão das interações fármaco-

partícula, da capacidade de ligação dessas moléculas às nanoestruturas e, também, 

da cinética de liberação a partir desses carreadores. Dessa forma, a construção de 

isotermas de adsorção tem permitido obter modelos do processo adsorção, assim 

como identificar a natureza de tais interações (Caroni et al., 2012). Em um estudo 

prévio, de Lima et al. (2013) verificaram, a partir de dados de cinética e equilíbrio de 
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adsorção, que a ligação do fármaco cromoglicato de sódio na superfície de 

partículas catiônicas de quitosana pode ocorrer tanto por interações eletrostáticas, 

como interações hidrofóbicas, as quais são dependentes da temperatura na qual o 

sistema é submetido, devido à possibilidade de rearranjo na superfície da 

nanoestrutura.  

Em outro trabalho, Reynaud et al. (2011) estudaram sistemas 

microparticulados , sendo avaliada a capacidade de adsorção do fármaco 

ciprofloxacino na superfície de micropartículas de quitosana complexadas ou não a 

diferentes íons metálicos (Fe3+, Fe2+ e Zn2+) em função do tempo de contato, da 

concentração inicial de fármaco e da natureza da espécie metálica presente na 

formulação. A partir das isotermas de adsorção obtidas para cada sistema foi 

possível verificar a maior capacidade de adsorção de ciprofloxacino nas suspensões 

contendo os íons Fe3+ e Zn2+ em comparação aos demais sistemas. 

3.3.1 Conjugação do scFv à superfície de nanopartículas 

A construção de nanocarreadores conjugados a fragmentos variáveis de 

anticorpo de cadeia única, scFv, tem sido amplamente estudada nos últimos anos, 

visando a vetorização ativa  desses sistemas de liberação controlada na terapia 

contra o câncer, tendo em vista que certos antígenos são super expressos, ou 

expressos unicamente, na superfície de células tumorais (Laginha et al., 2008; Chen 

et al., 2010). Em geral, a utilização de scFv’s é preferida em relação a outros tipos 

de fragmentos de anticorpos, devido à ausência do domínio Fc, fazendo dessas 

moléculas menos imunogênicas e, também, pela maior facilidade e viabilidade 

econômica de sua expressão em relação a anticorpos monoclonais, que são obtidos 

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

Com o objetivo de verificar a qualidade nanotecnológica de sistemas obtidos a 

partir da conjugação dessas biomoléculas, trabalhos tem focado em estudar o perfil 

farmacocinético, biodistribuição in vivo e captação celular in vitro de nanoestruturas 

após conjugação de anticorpos monoclonais (mAb) e de diferentes tipos de 

fragmentos de anticorpos, como Fab e scFv, com afinidade de ligação ao mesmo 

epítopo, sendo observado diferenças significativas em função do tipo de ligante 

(Cheng & Allen, 2008). 
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A utilização de scFv’s conjugados a nanocarreadores para aplicação 

diagnóstica também tem mostrado resultados promissores em comparação a 

conjugação de anticorpos monoclonais, devido ao fato de os primeiros mostrarem 

vantagens com relação a sua maior solubilidade, fácil preparação, maior afinidade 

de ligação ao antígeno (Liu et al., 2009; Zdobnova et al., 2012) e reduzida variação 

no diâmetro do nanocarreador após conjugação, devido ao pequeno tamanho 

desses polipeptídeos (Vigor et al., 2010). Além disso, tem-se verificado que a 

interação direta entre quantum dots (QD) e anticorpos monoclonais resulta, muitas 

vezes, na formação irreversível de complexos, acarretando na diminuição 

funcionalidade desses sistemas. Em trabalhos prévios, Wang et al. (2008) 

desenvolveram QD covalentemente conjugados à extremidade C-terminal de um 

fragmento de anticorpo anticorpo scFv anti-PSA (prostate-specific antigen), sendo 

observada uma melhor capacidade de ligação ao antígeno do sistema scFv-QD em 

relação a utilização QD conjugados a anticorpos monoclonais, representando uma 

ferramenta promissora na construção de sistemas com melhores limites de 

detecção. 

A conjugação de scFv’s à superfície dos nanocarreadores pode ser realizada 

diretamente através da ligação covalente à nanoestrutura (Wang et al., 2008), por 

meio da modificação do fragmento de anticorpo, a partir da sua ligação prévia a 

polímeros hidrofílicos, como o PEG quimicamente modificados, e posterior 

associação à superfície das nanopartículas (Cheng & Allen, 2008; Lu et al., 2011), 

ou pela ligação a espaçadores presentes na superfície do nanocarreador, capazes 

de interagir especificamente com sequências de aminoácidos presentes na 

extremidade C-terminal do scFv, como a sequência de poli-histidina (Mazzucchelli 

et al., 2011). 

Outra abordagem para nanoestruturação de scFv’s consiste em promover o 

aumento da estabilidade e da eficiência dessas biomoléculas após sua 

administração por meio da sua encapsulação em sistemas matriciais, formados por 

polímeros biodegradáveis, como PLGA [poli(ácido-lático-co-ácido-glicólico)], 

capazes de promover a sua liberação intracelular e de maneira controlada (Son et 

al., 2009). Devido ao seu tamanho reduzido, como discutido no item 3.1, esses 

fragmentos de anticorpos são rapidamente metabolizados pelo organismo, sendo 
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necessária a utilização de abordagens que permitam o aumento do seu tempo de 

circulação no organismo. 

3.3.2 Nanocápsulas de núcleo lipídico e sua funcionalização de superfície 

 Nanocápsulas de núcleo lipídico (LNC) consistem em sistemas vesiculares 

submicrométricos, compostos por um núcleo formado pela dispersão de 

monoestearato de sorbitano e triglicerídeos de cadeia média, rodeados por uma 

parede polimérica de poli(ε-caprolactona) e estabilizados por um sistema tensoativo, 

previamente desenvolvido por Jäger et al. (2009). A aplicação desses sistemas na 

terapêutica tem sido extensivamente estudada, visando a encapsulação de fármacos 

pobremente solúveis, buscando obter a liberação controlada, o aumento da 

estabilidade e biodisponibilidade dessas substâncias (Pohlmann et al., 2013). Nesse 

sentido, trabalhos tem mostrado efeitos biológicos promissores, que podem ser 

exemplificados pelo aumento da eficácia anti-inflamatória após a encapsulação de 

fármacos antiinflamatórios não esteroidais, devido à capacidade das LNCs em 

transportar o fármaco para o tecido inflamado (Bernardi et al., 2009) e, também, pela 

capacidade desses sistemas em transpor barreiras biológicas, permitindo a liberação 

de espécies farmacologicamente ativas diretamente no cérebro após administração 

via oral desses nanocareadores (Frozza et al., 2010).  

 A capacidade das LNCs em transpor barreiras biológicas tem sido relacionada 

à sua distribuição de tamanho, forma e química de superfície. Dessa forma, 

trabalhos tem focado na base para o controle da granulometria desses sistemas, 

sendo estabelecido que a formação de tais estruturas consiste em um mecanismo 

espontâneo de auto-montagem, promovido pelo contato de uma solução orgânica 

contendo os materiais constituintes das LNCs com um não-solvente, cujo tamanho é 

reduzido após a evaporação do solvente, e que a estreita distribuição de tamanho é 

dependente da concentração dos componentes da solução orgânica abaixo da 

concentração de agregação crítica (Jornada et al., 2012). 

 Tendo em vista que a utilização diferentes tipos de tensoativos na 

estabilização de sistemas nanoscópicos influencia diretamente nas características 

físico-químicas desses sistemas. A combinação de tensoativos não iônicos, como o 

polissorbato 80, com tensoativos aniônicos, como a lecitina de soja, leva a formação 

de nanocápsulas contendo potencial zeta negativo devido à presença na interface 
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partícula/água do ácido fosfatídico (Mosqueira et al., 2000). Lançando mão dessa 

estratégia, Bender et al. (2012) desenvolveram LNCs com superfície modificada, a 

partir do revestimento desses nanocarreadores com o polímero catiônico quitosana, 

por meio de interações eletrostáticas, obtendo-se nanocápsulas com superfície 

catiônica, nesse mesmo estudo foi verificada a manutenção da compatibilidade 

sanguínea in vitro do novo sistema formado. 

 Com o objetivo de construir um sistema multifuncional, formado por um 

carreador biodegradável revestido com diferentes camadas de materiais, formadas 

através de interações eletrostáticas, interações de Van der Waals e por meio da 

complexação com íons metálicos, servindo como base para a ligação em sua 

superfície de moléculas e/ou biomoléculas farmacologicamente ativas e, tendo em 

vista a capacidade da quitosana em complexar íons metálicos (Reynaud et al., 

2011). Bender et al. (2014) desenvolveram um sistema nomeado “Metal Complex 

Multi-wall Nanocapsules” (MCMN), esse novo nanocarreador consistiu em LNCs 

revestidas com quitosana, complexadas com íons ferro ou zinco visando a ligação 

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

 

 

Figura 2. Representação esquemática da estrutura MCMN revestida pelo comprexo 
metálico contendo zinco ou ferrro (Adaptado de Bender et al., 2014). 
 

Para validar a prova de conceito da funcionalidade do fragmento de anticorpo 

após a conjugação ao nanocarreador, em ensaio de reconhecimento molecular in 

vitro foi demonstrada a manutenção do sítio ativo do fragmento de anticorpo após 

sua nanoestruturação. Em seu trabalho Cavalcante (2012) verificou, em ensaios in 
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vitro, uma redução da captação de LDL(-) em macrófagos tratados scFv anti-LDL(-) 

em solução; por outro lado, na cultura celular contendo o scFv anti-LDL(-) 

conjugados à superfície do sistema MCMN (MCMN-scFv), foi verificado um aumento 

na internalização de LDL(-), o qual foi atribuído ao mecanismo de endocitose 

mediado por receptor específico. Além disso, em estudos in vivo, foi verificada, em 

camundongos LDLR-/- com 3 a 4 meses de idade, uma tendência a redução na área 

da lesão aterosclerótica, após tratamento com a suspensão de MCMN-scFv, 

evidenciando a eficácia dessa formulação e abrindo a possibilidade de sua utilização 

futura na intervenção e prevenção da aterosclerose (Cavalcante, 2012). 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Materiais 

4.1.1 Matérias-primas 

 Poli(ε-caprolactona) (PCL) Mn = 10000 g/mol Mw = 14000 g/mol (Sigma-

Aldrich, França); 

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

 Triglicerídeos dos ácidos cáprico/caprílico (Delaware, Brasil); 

 Monoestearato de sorbitano (Span 60®) (Sigma-Aldrich, França); 

 Polissorbato 80 (Tween 80®) (Delaware, Brasil); 

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

 Acetato de zinco (Sigma-Aldrich, França); 

 Fenilalanina (Sigma-Aldrich, França); 

 Fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) sintetizados e purificados na 

Universidade de São Paulo (USP), Brasil. 

4.1.2 Aparelhos e Equipamentos 

 Evaporador rotatório (Büchi, Alemanha); 

 Bomba de vácuo V-500 (Büchi Vac®, Alemanha); 

 Agitador Certomat MV (Vitaris, Alemanha); 

 Potenciômetro B474 (Micronal, Brasil); 

 Banho termostatizado (Ika – EH4, Brasil); 

 Malvern Martersizer® 2000 (Malvern Instruments, Reino Unido); 

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

 ZetaPlus® ( Zeta Potential Analyser, Brookhaven Instrutmens Corporations, 

EUA); 

 NanoSight LM10 (NanoSight, Reino Unido); 

 Microcentrífuga Sigma 1-14 (Sigma, Alemanha); 

 Espectrofotômetro com leitor de microplacas (SpectraMax M2 Molecular 

Devices, Tecan Group Ltd., ); 

4.1.3 Solventes e Outros Materiais 

 Acetona (Nuclear, Brasil); 

 Água Milli-Q (Destilador/deionizador Milli-Q® - Millipore, EUA); 
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 Alcool etílico (Nuclear, Brasil); 

 Alcool metílico (Synth, Brasil); 

 Ácido acético glacial (Nuclear, Brasil); 

 Ditizona (Merck, Alemanha); 

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

4.2 Métodos 

4.2.1 Otimização da síntese das nanocápsulas multiparedes 

A otimização dos componentes utilizados na construção das nanocápsulas 

multiparedes foi realizada em quatro etapas: i) avaliação das suspensões de 

nanocápsulas de núcleo lipídico contendo concentração variada de lecitina de soja, 

ii) revestimento das nanocápsulas de núcleo lipídico com diferentes concentrações 

do polímero catiônico quitosana; iii) formação do complexo metálico a partir da 

ligação das nanocápsulas revestidas com quitosana com zinco e iiii) ligação do 

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

4.2.1.1 Preparação de nanocápsulas de núcleo lipídico com diferentes 

concentrações de lecitina de soja 

As suspensões de nanocápsulas contendo diferentes concentrações de 

lecitina de soja (Lipoid S75®) foram preparadas pelo método de deposição interfacial 

do polímero pré-formado, como descrito previamente (Bender et. al., 2012). Para 

isso, a fase orgânica contendo o polímero PCL (0,1 g), monoesterato de sorbitano 

(0,04 g), triglicerídeos dos ácidos cáprico/caprílico (0,120 g) em acetona (25 ml) foi 

mantida sob agitação magnética à 40 °C até a solubilização de todos os 

componentes. Diferentes quantidades de Lipoid S75® (0,030 g, 0,050 g, 0,080 g, 

0,090 g, 0,10 g, 0,120 g e 0,140 g) foram solubilizadas em etanol (10 ml). A fase 

aquosa foi preparada em um frasco separadamente, por meio da dispersão do 

tensoativo de elevado EHL (polissorbato 80) (0,08 g) em água. Após a dissolução de 

todos os componentes de ambas as fases, a solução etanólica de lecitina (3 a 9 

mg/ml) foi vertida na fase orgânica, e esta, por sua vez, foi injetada continuamente 

através de um funil na fase aquosa. A suspensão resultante foi mantida sob agitação 

e, após 10 min, o solvente orgânico foi removido e a suspensão concentrada sob 

pressão reduzida a fim de ajustar o volume final para 10,0 mL. As suspensões de 

LNC foram nomeadas de acordo com a concentração final do tensoativo aniônico 
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lecitina de soja : 3 mg/ml (LNC3), 5 mg/ml (LNC5), 8 mg/ml (LNC8), 9 mg/ml (LNC9), 

10 mg/ml (LNC10), 12 mg/ml (LNC12) e 14 mg/ml (LNC14).  

4.2.1.2 Revestimento das nanocápsulas de núcleo lipídico com diferentes 

concentrações quitosana  

O revestimento das nanocápsulas de núcleo lipídico com quitosana foi 

realizado como descrito previamente (Siqueira et. al., 2011; Bender et. al., 2012). 

Foram preparadas nove suspensões de com diferentes concentrações de quitosana. 

Para isso, foram primeiramente obtidas soluções de quitosanas com concentrações 

de 5 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml, 12 mg/ml, 13mg/ml e 

14mg/ml em solução de ácido acético à 2% (v/v). Após a solubilização, as diferentes 

soluções foram filtradas utilizando-se unidade filtrante com diâmetro de poro de 

0,45µm (Millipore®).   Um ml dessas soluções foram adicionadas, gota a gota, em 9 

ml da suspensão LNC9, sob agitação magnética elevada e assim permanecendo 

durante 2 horas. As formulações recobertas com quitosana foram nomeadas 

segundo a concentração da solução do polímero catiônico utilizada para o 

revestimento de cada suspensão; por exemplo, a formulação LNC9 revestida com 

solução de quitosana 5mg/ml é referenciada como LNC+
0,5.  

Uma suspensão de nanocápsulas revestidas com quitosana com menor 

concentração de ácido acético também foi preparada. Essa formulação foi obtida 

pela adição de 1 mL de uma solução de quitosana 7 mg/mL em solução de ácido 

acético 1% (v/v) em 9 mL da formulação LNC9, sob agitação magnética. A 

suspensão e nanocápuslas resultando foi nomeada LNC+
0,7(1%).  
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4.2.1.3 Complexação de zinco à superfície das nanocápsulas revestidas com 

quitosana 

A formação do complexo metálico na superfície das nanocápsulas revestidas 

com quitosana foi realizada como descrito previamente (Bender et al., 2014) com 

algumas modificações. Dessa forma, foi preparada uma solução de acetato de zinco 

com concentração final de zinco igual a 1mg/ml em água MiliQ®. Em 9,75 mL das 

suspensões LNC+
0,7 e LNC+

0,7(1%), sob agitação magnética, foram adicionados 250 

µL da solução zinco 1mg/mL, visando obter uma concentração final de 25 µg/mL do 

metal na formulação, após a formação do complexo, as formulações foram 

nomeadas MCMN e MCMN1, respectivamente. Para passivar a superfície das 

particulas e assim evitar a formação de complexos interpartícula, devido a elevada 

reatividade após a ligação do zinco, cerca de um minuto após a adição dos íons 

metálicos sob agitação magnética elevada, foram adicionados 250µL de uma 

solução de fenilalanina 7,6mg/mL (equivalente à proporção 3:1 molar em relação 

aos íons Zn2+), tais formulações foram nomeadas MCMN-Ph e MCMN1-Ph, 

respectivamente. 

Também foi avaliada a formação do complexo metálico a partir da ligação 

LNC+
0,7(1%) a maiores concentrações de zinco. Assim, como mencionado 

anteriormente, foram adicionadas soluções de acetato de zinco com concentrações 

de 2 mg/mL e 4 mg/mL zinco à suspensão LNC+
0,7(1%), obtendo-se formulações com 

concentração final de 50 µg/mL (MCMN2-Phe) e 100 µg/mL (MCMN3-Phe) de zinco. 

Após a ligação do metal, foram adicionadas 250 µL de solução de fenilalanina com 

concentração necessária para obtenção de proporções molares 3:1 e 3:2, 

respectivamente, em relação ao Zn2+. Como as formulações contendo zinco nas 

concentrações finais de 25, 50 e 100 µg/mL sofreram diluição após a adição das 

soluções de fenilalanina, as concentrações finais do metal em suspensão foram 

reduzidas para 24,4 µg/mL, 48,8 µg/mL, e 97,5 µg/mL, respectivamente. 
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4.2.1.4 Ligação do fragmento de anticorpo scFv anti-LDL(-) à superfície das 

nanocápsulas complexadas ao zinco 

Foi avaliada a ligação de diferentes concentrações de scFv anti-LDL(-)  à 

superfície da formulação MCMN1. Nesta etapa, foi utilizada uma solução de scFv 

anti-LDL(-) 462,39 µg/mL, gentilmente cedida pela Universidade de São Paulo 

(USP). Em 351,21 µL de formulação MCMN1, sob agitação magnétia moderada, 

foram adicionados 648,79 µL de solução de scFv anti-LDL(-) nas concentrações de 

77, 07 µg/mL, 154,13 µg/mL, 308,25 µg/mL e 462,39 µg/mL, e assim permanecendo 

por 10 minutos. As formulações foram nomeadas segundo a concentração final de 

scFv anti-LDL(-) (MCMN1- A50; MCMN1-A100; MCMN1-A200 e MCMN1-A300); assim, 

uma suspensão com concentração final de anticorpo de 50 µg/mL foi nomeada como 

MCMN1-A50. 

4.2.2 Caracterização Físico-química 

4.2.2.1 Determinação do pH 

O pH das suspensões de nanocápsulas foi determinado sem diluição prévia 

mediante utilização potenciômetro calibrado com soluções-tampão de valores de pH 

4,0 e 7,0. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata 

de lote. 

4.2.2.2 Determinação do diâmetro de partícula e polidispersão 

Os valores de diâmetro médio baseado no volume das partículas, expresso 

como D[4,3]v, distribuição de tamanho (expresso como SPAN) e o diâmetro de 50% 

da população baseando-se no número de partículas [d(0.5n)], foram determinados 

primeiramente pela técnica de difratometria de laser, utilizando o equipamento 

Mastersizer® 2000 (Malvern Instruments) para verificar a qualidade nanotecnológica 

das suspensões de nanopartículas. As formulações também foram analisadas 

quanto ao seu diâmetro médio (Z-Average, calculado pelo método de cumulantes) e 

índice de polidispersão (PDI) pela técnica de espalhamento luz dinâmico (DLS, 

Dinamic Light Scattering) (Zetasizer® nano-ZS, Malvern Instruments), após diluição
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 de 500x das dispersões em água MilliQ®. A distribuição de tamanho e contagem do 

número de partículas também foram analisadas através do Analisador de Imagens 

de Nanopartículas (NTA, Nanoparticle Tracking Analysis) (Nanosight LM10 – 

NanoSight – Reino Unido), que utiliza uma fonte de luz de laser para iluminar as 

partículas em nanoescala, assim, cada partícula presente na suspensão aparece 

individualmente como ponto de espalhamentos que circulam com o movimento 

Browniano.  

4.2.2.3 Potencial Zeta 

O potencial zeta das formulações foi determinado pela técnica de mobilidade 

eletroforética mediante a utilização do equipamento ZetaPlus ( Zeta Potential 

Analyser, Broolhaven Instrutmens Corporations), após diluição de 500x das 

dispersões em solução de NaCl 10 mM previamente filtrada através de membrana 

0,45 µm. As determinações foram realizadas a partir de triplicatas de lote. 

4.2.2.4 Teste de estabilidade das suspensões de nanocápsulas 

As formulações de LNC contendo diferentes concentrações de lecitina e as 

formulações revestidas com diferentes concentrações de quitosana foram 

submetidas a testes de estabilidade acelerada utilizando metodologias preconizadas 

pela ANVISA (RE n°1, de 29 de julho de 2005, D.O.U. de 01/08/2005;). Cada 

amostra foi armazenada em câmara climática e submetida à temperatura de 40 °C ± 

2 °C, sendo a distribuição granulométrica das formulações verificada em função do 

tempo por difratometria de laser. Um segundo teste de estabilidade foi realizado 

para as suspensões de nanocápsulas LNC+
5 LNC+

7 e LNC+
14 estocando as 

formulações a temperatura de 5 °C ± 3 °C; assim como as demais amostras, o perfil 

granulométrico das suspensões LNC+
5 LNC+

7 e LNC+
14 também foi acompanhado 

em função do tempo pela técnica de difração de laser.  

4.2.2.5 Determinação de zinco nas Nanocápsulas Multiparedes 

O teor e a concentração de íons zinco associada à superfície das partículas 

LNC+
7 (suspensão MCMN-Phe) ou LNC+

7(1%) (suspensões MCMN1-Phe, MCMN2-
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Phe e MCMN3-Phe) foram determinados por metodologia espectrofotométrica 

indireta previamente validada1, que consistiu na quantificação do Zn2+ utilizando 

ditizona como agente complexante, formando um complexo colorido com absorção 

máxima em 514 nm. Para isso, foi preparada uma curva obtida a partir de uma 

solução mãe de acetato de zinco contendo 100 µg/mL de íons Zn2+. Para formação 

do complexo Zn2+-ditizona, em um balão de 10 mL foram adicionados 1,3 mL de 

uma solução metanólica de ditizona (resultando em uma concentração final de 13 

ng/mL), seguida pela adição de diferentes quantidades da solução mãe resultando 

nas concentrações finais de 200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 ng/mL de íon 

metálico, o volume foi completado com metanol. 

4.2.2.5.1 Teor de Zn2+ nas Nanocápsulas Multiparedes 

O teor de íons zinco nas formulações MCMN-Phe, MCMN1-Phe, MCMN2-Phe 

e MCMN3-Phe foi determinado por meio da diluição de cada suspensão, em balão 

volumétrico de 10 mL, para atingir a concentração final de 400 ng/mL, seguida pela 

da solução de ditizona, como descrito no item 4.2.2.5. 

4.2.2.5.2 Determinação de Zn2+ complexado à superfície das nanocápsulas 

A determinação de íons Zn2+ ligado à superfície das nanocápuslas LNC+
7 e 

LNC+
7-1% foi realizada pela técnica de diálise, utilizando tubos de diálise de celulose 

com cut-off de 14 kDa (Sigma-Aldrich). Dessa forma, 4 mL de cada formulação 

(MCMN-Phe, MCMN1-Phe, MCMN2-Phe e MCMN3-Phe) foram adicionados em 

sacos de diálise previamente hidratados. Após, os sacos contendo as formulações 

foram colocados em 40 mL de meio receptor, que consistiu de água ultrapura 

(MilliQ®). O experimento foi realizado, sob agitação, à 25 ºC, por 6 h. A cada 2 h, foi 

realizado a remoção de todo o meio receptor, seguida pela reposição de mais 40 mL 

de água ultrapura. As porções coletadas após 2, 4 e 6 horas de experimento foram 

analisadas por espectrofotometria, pela adição de um volume de, no máximo, 3 mL 

em balão volumétrico de 10 mL, seguida pela adição da solução de ditizona  e o 

volume completado com metanol (como descrito o item 4.2.2.5).  A concentração de 

íons Zn2+ ligada às nanopartículas ([Zn2+]Ligado, µg/mL) foi determinada pela Equação 

1.
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Equação 1 

 

Onde QT, Q2h, Q4h e Q6h são as quantidades Zn2+ no saco de diálise e 

quantificadas nos meios receptores após 2, 4 e 6 horas de experimento, 

respectivamente. O valor 4 na equação é o volume (em mL) de formulação 

(MCMN, MCMNI, MCMNII e MCMNIII) ou solução de íons Zn2+ contida no saco 

de diálise. 

4.2.2.6 Quantificação de scFv anti-LDL(-) ligado às nanopartículas 

A concentração de scFv anti-LDL(-) nas suspensões de nanopartículas 

foi determinada pela quantificação de proteínas totais empregando-se o 

método de Lowry (1951). Para isso, foi preparada a solução A, composta por 

uma solução aquosa de sulfato de cobre 5 mg/mL; a solução B, constituida por 

uma solução aquosa de carbonato de sódio, tartarato de sódio e potássio e 

hidróxido de sódio a 40 mg/mL, 1 mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente; a 

solução C, formada pela mistura da solução B e solução A na proporção  9:1 

(v/v) , e a solução D, que consistiu no reagente de Follin 0,666 N. As medidas 

foram realizadas em placas de 48 poços. Dessa forma, em cada poço foram 

adicionados 500 µL da solução C e 40 µL de amostra; após 15 minutos, foi 

adicionado ao meio de reação 100 µL a solução D. As amostras foram 

incubadas a 25 °C, por 30 minutos e protegidas da luz; após transcorrido esse 

tempo, a medição da absorbância foi efetuada a 620 nm. Foram preparadas 

duas curvas: uma a partir de uma solução mãe de BSA (albumina sérica 

bovina) 2 mg/mL, com faixa de concentração de 125 µg/mL a 1000 µg/mL; e 

uma segunda curva preparada a partir de uma solução de scFv anti-LDL(-) 

107,88 µg/mL, com faixa de concentração de 5 µg/mL a 70 µg/mL. 

A determinação da concentração total de scFv anti-LDL(-) nas 

nanocápsulas foi realizada de duas formas: i) através da adição de 40 µL 

formulação contendo o fragmento de anticorpo no meio reacional (nesta 

metodologia, o valor de absorbância da amostra foi descontada da absorbância 

[Zn
2+

]
Ligado 

=  Q
T
 – ( Q

2h
 + Q

4h
 + Q

6h
)  
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de uma suspensão de nanocápsulas MCMNI-Phe, com a mesma concentração 

de partículas em relação as nanocápsulas contendo o scFv anti-LDL(-), obtida 

após sua adição ao meio reacional como realizado para as amostras); e ii) por 

quantificação de scFv anti-LDL(-) contido no ultrafiltrado, após separação pela 

técnica de ultrafiltração-centrifugação de 200 µL da formulação a 5000 × g, por 

15 minutos a 20 °C em centrífuga (Sigma 1-14, Sigma, Alemanha), utilizando 

unidades ultrafiltrantes  de 30KDa (Milipore®, Amicon® Ultra).   

A determinação de scFv anti-LDL(-) não adsorvido à superfície das 

nanocápsulas também foi realizado por ultrafiltração-centrifugação, 

empregando-se as mesmas condições conforme metodologia previamente 

descrita por Oliveira et al., (2013). Dessa forma, as suspensões contendo o 

fragmento de anticorpo (400 µL) foram transferidas para unidade ultrafiltrante 

de 30KDa (Milipore®, Amicon® Ultra) e ultracentrifugadas (Sigma 1-14, Sigma, 

Alemanha) a 1870 × g por 5 minutos a 20 °C. Os valores de absorbância de 

cada um dos pontos das curvas e das amostras ultrafiltradas foram 

descontados da absorbância do meio reacional, no qual foi adicionado 40 µL 

de água ultrapura.  A concentração de scFv anti-LDL(-) foi expressa como 

Eficiência de Ligação (EL(%)), calculada por meio da Equação 2. 

 

 

 

 

Equação 2 

 

Onde CAT é a concentração total de scFv anti-LDL(-) (em µg/mL)  na 

formulação e CAL é a concentração de scFv (em µg/mL)  no ultrafiltrado. 

4.3 Análise Estatística 

Os dados foram apresentados como valores médios ± desvios-padrão. O 

método estatístico utilizado para analisar os resultados foi o ANOVA, seguido 

pelo teste Tukey, quando as diferenças foram consideradas sisgnificativas (p < 

0,05).  
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As seções Resulatdos e Discussão e Conclusão (páginas 47 a 106) 

estão ocultas, pois o presente estudo será submetido a um periódico científico 

da área. Dessa forma será mostrada apenas uma breve descrição dos 

principais resultados e conculões obtidas. 

Com o desenvolvimento do presente estudo foi proposta na primeira 

etapa de revestimento das nanocápsulas a organização diferenciada das 

moléculas de lecitina de soja (na forma de estruturas semelhantes a 

lipossomas) em torno das nanocápsulas de núcleo lipídico, sendo verificada a 

completa saturação da superfície na concentração de 9 mg/mL do tensoativo 

aniônico, suspensão LNC9; além disso, tal suspensão mostrou ser mais estável 

em comparação às formulações com menores concentração desse tensoativo. 

Na segunda etapa foram obtidas formulações revestidas com diferentes 

concentrações do polímero catiônico, quitosana, a partir do revestimento da 

suspensão LNC9. Ao relacionar os valores de potencial zeta em função da 

concentração desse polímero, verificou-se que a obtenção de uma 

monocamada completa de quitosana revestindo as partículas foi alcançada na 

formulação LNC+
0,7, a qual também mostrou ser mais estável em comparação 

às demais nanoestruturas revestidas com o polímero catiônico. 

Na terceira etapa foi realizada a complexação dos íons zinco na 

superfície da suspensão de nanocápsulas contendo concentração de quitosana 

igual a 0,7 mg/mL; nesse estágio foi verificado que a complexação da espécie 

metálica é depende do pH do meio, sendo necessário promover o aumento do 

pH da formulação a partir da redução da concentração de ácido acético da 

formulação com concentração otimizada de quitosana. Além disso, foi 

observada que a concentração ótima de zinco visando a conjugação do scFv 

anti-LDL(-) equivale a 25 µg/mL, de forma a obter uma menor concentração de 

íons metálicos livres na solução, não associados às nanoestruturas. 

Na última etapa foi realizada a conjugação do scFv anti-LDL(-) à 

superfície da suspensão MCMNI. A partir dos valores de raio hidrodinâmico 

verificou-se que uma menor concentração do fragmento de anticorpo no meio 

acarreta a formação de estruturas maiores devido à formação de agregados, 

decorrente do baixo número de moléculas de scFv anti-LDL(-) necessárias para 
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a completa passivação da superfície do complexo metálico. Além disso, 

verificou-se que a concentração de moléculas scFv anti-LDL(-) associoadas à 

superfície das nanocápsulas multiparedes é dependente da sua concentração 

inicial no meio. Dessa forma, a formulação selecionada foi preparada na 

proporção molar de Zinco:scFv anti-LDL(-) de 12,5:1, a qual mostrou uma 

maior concentração de fragmento de anticorpo associado às nanoestruturas. 

Por fim, o presente estudo permitiu a obtenção de um sistema mais 

estável contendo uma maior contentração de scFv anti-LDL(-) associada; 

abrindo, dessa forma, a perspectiva da utilização de um sistema mais eficaz no 

tratamento e prevenção da aterosclerose. 
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