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RESUMO

Com o intuito de desenvolver novos materiais para tratamento do cancer, o
objetivo deste trabalho foi associar dois componentes, sendo um com atividade
anticarcinogénica comprovada: o BTCl e nanoparticulas de maghemita
recobertas por dextrana (MagDex) e caracterizar magnética e biofisicamente o
complexo formado. A atividade antitumoral do BTCI foi comprovada contra
células MCF-7 e essa molécula associada as nanoparticulas biocompativeis
pode ser direcionada para um local sitio especifico e lisar células tumorais no
processo de magnetohipertermia. A caracterizagdo do complexo foi feita pelos
meétodos: microscopia eletrénica de transmissio e de varredura, espalhamento
de luz dindmico (didmetro hidrodinamico, potencial zeta e polidispersividade),
fluorescéncia (numero de sitios e constante de associac¢do), dicroismo circular,
ensaios enzimaticos colorimétricos para avaliacdo da atividade inibitoria do
BTCI, birrefrigéncia magnética estatica, ensaios de associagéo do inibidor. De
acordo com analises de diametro hidrodindmico, o BTCI complexou com as
nanoparticulas de MagDex. A constante de associacdo do complexo foi de 10*
M' em pH 40 e 10° M" em pH 7,4 e pH 10,0. Segundo os parametros
termodinamicos, nessas trés condicbes de pH, a associacdo do complexo foi
espontanea, dirigida entropicamente com contribuicdes de associagdes
hidrofdbicas e ligacbes de hidrogénio. A associacdo de BTCIl a MagDex nao
alterou o conteudo das estruturas secundarias, nem a atividade inibitoria do
BTCI complexado contra suas enzimas cognatas de forma expressiva.
Adicionalmente, BTCI-MagDex manteve as caracteristicas magnéticas de
MagDex, como a maior resposta de susceptibilidade magnética a campos de
(300 Oe), mesmo apos diluigdes. O ensaio de sedimentagdo magnética sugere
que 80% do BTCI associa as nanoparticulas. Em conclusao, os resultados
obtidos nesse trabalho sugerem que BTCI-MagDex apresenta caracteristicas
fisico-quimicas que favorecem a estabilidade e atividade do BTCIl e a
manutencédo das propriedades magnéticas das nanoparticulas, condigdo esta
que é fundamental para estudos futuros que visem a aplicacdo desse sistema

na terapia contra o cancer.



ABSTRACT

In order to develop new materials for the treatment of cancer, the objective was
to associate two components, one with proven anticancer activity: the BTCI and
maghemite nanoparticles coated with dextran (MagDex) and magnetic and
biophysically characterize the complex formed. The antitumor activity of BTCI
was proven against MCF-7 cells and this molecule associated with
biocompatible nanoparticles can be targeted to a specific site location and Kill
tumor cells in the process of magnetohipertermia. The characterization of the
complex was made by the methods: transmission electron microscopy and
scanning electron microscopy, dynamic light scattering (hydrodynamic
diameter, zeta potential and polydispersity), fluorescence (number of sites and
association constant), circular dichroism, enzymatic colorimetric assays for
assessment inhibitory activity of BTCI, static magnetic birefringence, tests of
association of the inhibitor. According to analysis of hydrodynamic diameter,
BTCI formed a complex with MagDex nanoparticles. The association constant
of the complex was 10* M at pH 4.0 and 10®* M at pH 7.4 and pH 10.0.
According to the thermodynamic parameters, these three pH conditions, the
association of the complex was spontaneous, entropically driven with
contributions from hydrophobic associations and hydrogen bonding. The
association of BTCI-MagDex did not alter the content of secondary structures,
nor the inhibitory activity of the complexed BTCI against their cognate enzymes
significantly. Additionally, BTCI-MagDex kept MagDex magnetic characteristics,
such as susceptibility response to magnetic fields (300 Oe), even after dilution.
The test of magnetic sedimentation suggests that 80% of BTCI associated with
nanoparticles. In conclusion, the results suggest that BTCI-MagDex has
physicochemical characteristics that favor the stability and activity of BTCI and
maintenance of the magnetic properties of nanoparticles, a condition which is
critical for future studies aimed at applying this system in therapy against

cancer.
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1.INTRODUGAO

1.1) NANOTECNOLOGIA E NANOPAR:I'iCULAS MAGNETICAS:
ALTERNATIVA PARA A TERAPIA DO CANCER

O tratamento do cancer pode envolver intervencdes locais ou sistémicas. A
cirurgia e a radioterapia podem ser consideradas como formas de tratamento local e
que visam a remog¢ao ou a destruicao do tumor em uma determinada area do corpo.
A quimioterapia e a hormonioterapia sédo técnicas utilizadas para combater a doenca
de forma sistémica, buscando controlar ou destruir o cancer na extensao de todo o

organismo (KALOGERAKOS et al., 2008).

Estas terapias tem sido adotadas ha varios anos e, embora tenham inumeros
sucessos, podem ser consideradas danosas por atingirem tecidos sadios e por
apresentarem efeitos colaterais severos, como nausea, vOmito, perda de cabelo,
fadiga, anemia, sangramento anormal, toxicidade em 6rgaos (WOOD, 2001). Outra
dificuldade enfrentada na terapia contra o cancer é a falta de especificidade dos

quimioterapicos e efeitos adversos crénicos.

A tentativa de se reduzir os problemas gerados pelos quimioterapicos levou a
procura de alternativas que melhorem os aspectos farmacocinéticos de moléculas ja
conhecidas. Existe uma variedade de sistemas de entrega de drogas ja em uso ou
em fase de teste para a terapia contra o cancer. Essas sao formula¢des baseadas
em polimeros e lipossomos que permitem a associacido de mais de uma molécula,
melhorando as caracteristicas farmacocinéticas, aumentando o tempo de vida de um
composto na circulagdo sanguinea e o controle da liberagdo do farmaco (MOSES et

al., 2003).



Uma das tecnologias que mais contribuiu no sentido do direcionamento
especifico de drogas e melhoria das propriedades farmacocinéticas tem sido a
nanotecnologia. Definida por ser a aplicagdo da ciéncia que trabalha com materiais
que apresentem um de seus componentes principais na escala de 1 a 100 nm, essa
tecnologia merece atencéo especial por evidenciar propriedades fisicas e quimicas
dos materiais, as quais surgem somente quando nesta dimensao nanométrica. A
nanotecnologia € uma tecnologia por definicdo multidisciplinar com a participacéo de
varios dominios do conhecimento, como a quimica, biologia, fisica, medicina e

engenharias (DAVIS, 2008).

Na area biomédica, a aplicacdo dessa técnica abre varias alternativas,
principalmente para a terapia contra o cancer, por possibilitar a montagem de
nanoparticulas com plataformas multifuncionais. Essas nanoparticulas podem ser
constituidas por diferentes materiais (metais, polimeros, silica), sendo possivel
aproveitar a extensa area de superficie para associar quimioterapicos com diferentes
alvos moleculares (ex: proapoptético, antiangiogénico etc.), agentes de contraste de

imagens, e anticorpos monoclonais, entre outras moléculas (FERRARI, 2005).

Dentre estas diferentes composicdes de nanoparticulas, uma que apresenta
propriedades fisico-quimicas notaveis para aplicagao biomédica sdo as composicoes
de fluidos magnéticos. Estes sado definidos por serem dispersdes coloidais estaveis
de nanoparticulas magnéticas (NPM) em um meio dispersante. A estrutura de NPM
€ basicamente constituida por um nucleo magnético de 6xido de metal, por exemplo,
maghemita (y-Fe»O3) ou magnetita (Fe3O4), uma camada molecular estabilizante
adsorvida na superficie, e um solvente polar ou apolar. Variagcbes nestes trés

componentes resultam em comportamentos diferentes destes fluidos magnéticos em



relacdo a nanotoxicidade, biodistribuicdo e estabilidade (LACAVA et al.,, 1999;

GARCIA et al., 2005; SADEGHIANI et al., 2005).

Uma das caracteristicas mais interessante destes fluidos € a propriedade
superparamagnética, o que significa que apresenta magnetismo efetivo somente na
presenga de um campo magnético externo, o qual organiza os momentos
magnéticos das particulas. No entanto, este fluido ndo retém esta magnetizagao
apos a retirada do campo (FIGUEIREDO, 2009). Essa caracteristica € importante
para aplicagdes diversas, tais como: refrigeradores, separacdo magnética de células
(GUPTA, 2005), sistemas de entrega de drogas por direcionamento magnético
(ALEXIOU et al., 2000; CHERTOK et al.,, 2010) e contraste em imagens de

ressonancia magnética (SANTANA et al., 2005).

Outra aplicagao do superparamagnetismo destas dispersdes coloidais € a
magnetohipertermia, ou seja, o aquecimento do tecido tumoral ao se aplicar um
campo magnético externo alternado sobre as NPM acumuladas no tumor (JORDAN
et al., 2001). A inducdo do aumento da temperatura no local do tecido neoplasico é
uma das formas mais antigas de tratamento antitumoral, tendo registros de sua
utilizacao na Grécia, Roma e Egito no tratamento de tumores de mama. Antigamente
0 aumento da temperatura corporal era realizado por meio de banhos quentes ou
com pedras (BARONZIO, 2006). Com a utilizacdo dos fluidos magnéticos, o
aquecimento tecidual pode acontecer de forma mais eficaz e localizada, o que abre
uma nova oportunidade da aplicacdo da magnetohipertermia (GUEDES et al, 2005).
Estudos utilizando fluidos magnéticos demonstram que as propriedades fisicas das
nanoparticulas para a liberagdo de calor sdo mais eficientes do que microparticulas

de metais (JORDAN et al.; STORM et al., 1982; JORDAN et al., 1999).



Além de a hipertermia apresentar caracteristicas antitumorais proprias, como
o0 aumento da permeabilidade de membranas, desestabilizacdo de enzimas e do
citoesqueleto, esta terapia € conhecida por ser uma modalidade complementar as
terapias convencionais, como a radioterapia e quimioterapia. Células que atingem
temperaturas proximas a 43°C apresentam maior sensibilidade a radiacdo e aos

quimioterapicos (WUST et al., 2002).

Outra aplicagdo dos fluidos magnéticos é como agente de contraste de
imagem para diagnéstico por meio da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Estes fluidos superparamagnéticos melhoram o contraste nas imagens
obtidas por RMN (GUPTA, 2005). Devido a isto, estes Oxidos de ferro ultra-
pequenos, como € o caso do Ferumoxtran-10, sdo aplicados para a visualizagao de
lesdes tumorais nos linfonodos (SAOKAR et al., 2010) e para a detecgdo de

micrometastases (PAVON, 2007).

Os fluidos magnéticos apresentam um grande potencial de aplicagao
biomédica, mas para isso devem ser biocompativeis, apresentar baixa toxicidade, e
induzir o minimo de danos as células normais. Para tanto, as nanoparticulas devem
ser recobertas com material biologicamente ativo. Seus parametros fisicos, como o
tamanho da particula e as propriedades magnéticas da suspensdo, devem ser

investigados para se avaliar a biocompatibilidade e se sua aplicagao € viavel.

Esses fluidos magnéticos também s&o explorados para a imobilizagéo de
substancias bioativas como enzimas, proteinas, anticorpos, agentes
anticarcinogénicos. Essa associagdo em nanoparticulas magnéticas pode ser
alcangada por meio da associagao com polimeros e por ligagbes covalentes com

agentes e ligagdo como a carbodiimida, mas por vezes isso pode gerar a perda
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da atividade da substancia, principalmente das proteinas (LIAO, 2001). Outra
forma de associacdo é a adsorgcao por meio de interacdes nao covalentes entre a
molécula e a superficie da nanoparticula magnética. Essa forma pode gerar
menores alteragdes na estrutura e atividade da molécula estudada ().

No presente estudo, a formulagdo investigada foi de nanoparticulas de
maghemita recobertas com polimeros de dextrana. Esta formulagdo de
nanoparticulas ja foi investigada em outros trabalhos onde foi avaliada a sua
biocompatibilidade em estudos in vitro (BAUTISTA et al, 2005; PREDOI et al., 2010).
Maghemita é a forma oxidada da magnetita, e por isso considerada mais estavel e
menos susceptivel a gerar espécies reativas de oxigénio. Os polimeros de dextrana
sao formados por moléculas de anidroglicose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo
a(1-6) e ramificagdes do tipo 1, 3 (BAUTISTA et al., 2005). Esse coloide é hidrofilico,
soluvel em agua, inerte em sistemas biolégicos e ndo afeta a viabilidade celular.
Estudos mostram que formulagdes de nanoparticulas recobertas por dextrana
aumentam a interiorizagao por células cancerigenas (KUMARI et al., 2010). Outra
caracteristica positiva deste polimero é a redugdao da ativacdo do sistema
complemento e a interagdo com macréfagos, o que aumenta o tempo de circulagéo

de nanoparticulas que apresentam dextrana (PASSIRANI et al., 1998).

Em sintese, os fluidos magnéticos despertam interesse como veiculo para a
vetorizagdo de quimioterapicos a sitios especificos, por possibilitar a
magnetohipertermia, ou ser um agente de contraste de imagem e ainda permitir a

melhora das propriedades farmacocinéticas de moléculas.



1.2) POTENCIAL TERAPEUTICO DOS INIBIDORES DE SERINOPROTEASES DO
TIPO BOWMAN-BIRK

Embora varias drogas utilizadas no tratamento contra o cancer apresentem
importancia para os pacientes, a cura destas doencas ainda € alvo de varias
pesquisas que visam a busca por novas moléculas de efeitos adversos minimos ou
ausentes. Por meio de novas descobertas da biologia do céncer, nota-se que a
complexidade e a heterogeneidade sdo pontos marcantes desta patologia. Na
maioria das vezes as drogas conhecidas falham por apresentarem um unico alvo
terapéutico, o que desconsidera a heterogeneidade do cancer e as multiplas etapas
da tumorogénese. As consequéncias disso sdo terapias sem melhoria efetiva na
sobrevida dos pacientes e o desenvolvimento da resisténcia aos quimioterapicos

(ROTHENBERG et al., 2003).

Dentro deste cenario, uma classe de moléculas que desperta interesse por
nao apresentar somente um alvo molecular e ter atividade nas diferentes etapas da
carcinogéneses, sao os inibidores de proteases. Os primeiros indicios da atividade
anticarcinogénica dessas moléculas foram baseados em estudos epidemioldgicos
que evidenciaram uma baixa incidéncia de cancer em paises que apresentavam
uma dieta rica em leguminosas, como a soja, uma rica fonte de inibidores de
proteases que sao resistentes ao cozimento e a digestdo no trato digestivo
(YAVELOW et al., 1983). Estudos com esses inibidores de proteases monstraram a
sua atividade anticarcinogénica contra linhagens celulares de diferentes tipos
celulares e também a sua atividade preventiva contra fatores carcinogénicos fisicos

e quimicos (YAVELOW et al., 1983; YAVELOW et al., 1985; KENNEDY, 1998).



A atividade anticarcinogénica desses inibidores esta relacionada com o papel
central das suas proteases alvos em todos os estagios da progressédo tumoral. As
proteases podem funcionar como moléculas sinalizadoras em varios processos que
sd0 essenciais para a progressao do cancer. Estas vias reguladas pelas proteases
incluem proliferacdo, adesdo, migracédo, diferenciagcdo, invasdo de tecidos

(BERGERS et al., 2000) e angiogénese (NOEL et al., 1997; LOPEZ-OTIN, 2007).

1.3) INIBIDORES DE SERINOPROTEASES BOWMAN-BIRK - ESTRUTURA E
MECANISMO DE INIBICAO

Entre os inibidores de proteases, a classe melhor estudada € aquela
representada pelos membros da familia Bowman-Birk, primeiramente purificada de
graos de soja (Glycine max). Conhecido como o BBI classico, esse inibidor foi
primeiramente isolado por Bowman (1946) e posteriormente caracterizado por Birk et

al (BIRK et al., 1963).

Estas proteinas pertencem a uma familia de inibidores de baixa massa
molecular entre 6 e 15 kDae de estruturas estabilizadas por um alto conteudo de
ligacbes dissulfeto (5 a 7). Geralmente apresentam dois dominios inibitorios
independentes para tripsina e quimiotripsina, mas também inibem outras moléculas.
Sao designados como inibidores de serinoproteases por impedir a acao de
proteases que utilizam o residuo de serina como nucledfilo da reacido de hidrdlise da
ligacdo peptidica, como €& o caso das proteases quimotripsina e tripsina

(LASKOWSKI, 1980).

Estes inibidores normalmente se ligam as enzimas alvo por meio de uma alga
de ligacdo complementar a estrutura do sitio ativo da protease. Esta alga de ligagéo

exibe uma conformagao protuberante em relagdo a parte central da proteina e é o
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motivo de reconhecimento do sitio catalitico da enzima. Na secg¢ao central desta alga
se encontra exposta ao solvente a ligagao peptidica P1-P1’, conhecida como sitio de
reacdo que pode ser clivado pela serinoprotease (LASKOWSKI, 1980). Os
parametros da cinética de reacao desta hidrélise mostram que estes inibidores
atuam como substratos para as serinoproteases, sendo, portanto, inibidores
competitivos para essas enzimas. Considerando-se que a maioria dos inibidores
Bowman-Birk apresentam os sitios reativos localizados em subdominios distintos na
molécula, os inibidores podem formar complexos binarios e ternarios com suas

enzimas alvos.

As caracteristicas estruturais como o alto conteudo de ligagdes dissulfeto das
proteinas desta familia de inibidores conferem estabilidade, proporcionando-lhes
resisténcia a desnaturagao térmica/quimica e manutencao de sua atividade inibitoria
em pH extremos e temperaturas altas (LASKOWSKI, 1980; OTLEWSKI et al., 1999;

SILVA, 2003).

1.4) BTCI: INIBIDOR DE SERINOPROTEASE DE VIGNA UNGUICULATA (FEIJAO
COWPEA)

No ano de 1966, Ventura e Xavier-Filho purificaram um inibidor de
serinoproteases de sementes de Vigna Unguiculata (feijao-de-corda), da variedade
Seridé. Este inibidor foi denominado de BTCI (Black-eyed pea trypsin chymotrypsin
inhibitor) (VENTURA, 1966) e a partir de entdo, varios trabalhos foram realizados
para a caracterizagao biofisica e bioquimica desta proteina (FACHETTI et al., 1984,

MORHY, 1987; FREITAS et al., 1999).

Como outras proteinas da familia Bowman-Birk, o BTCI| é uma molécula de

baixa massa molecular (~ 9 kDa) com uma cadeia polipeptidica de 83 residuos de
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aminoacidos, 7 ligagcdes dissulfeto e dois sitios reativos independentes para
quimotripsina e tripsina (MORHY, 1987). Apresenta alta estabilidade estrutural e
funcional, mantendo a sua atividade inibitéria a 25°C em valores de pH de 3 a 11.
Apos 60 minutos de aquecimento a 95°C, esta macromolécula mantém

aproximadamente 100% da sua atividade inibitoria ( SILVA et al., 2001).

Apos a caracterizacao fisico-quimica e estrutural iniciou-se estudos visando
investigar o potencial biotecnoldgico desta molécula em diferentes areas. Sendo que
no ano de 2003 Franco e colaboradores demonstraram o efeito inibitério do BTCI
contra serinoproteases de larvas de bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis),
conhecido como a praga das plantagdes de algoddo (Gossypium hirsutum L)
(FRANCO et al., 2003). Nesse estudo foi demonstrado o efeito pesticida deste

inibidor tendo sido responsavel por mortalidade de 65% das larvas deste coledptero.

Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 2008) investigaram o efeito
natriurético do BTCI. Esse estudo demonstrou o efeito protetor do BTCI na
degradacdo do peptideo natriurético guanilina por serinoproteases, além de

promover, de forma isolada, o aumento da filtracdo glomerular.

Recentemente, o BTCI foi caracterizado como potente agente
anticarcinogénico com atividade citotéxica e citostatica em células de céancer de
mama da linhagem MCF-7 (JOANITTI et al., 2010). Nesse estudo foi demonstrado
que células tumorais tratadas com BTCI 200 uM entravam em morte celular
programada e apresentavam alteragcbes como: desestabilizagdo da cromatina,
reducdo do potencial de membrana mitocondrial e da viabilidade e proliferacao

celular; aumento da fragmentagédo de DNA; condensagao de cromatina; e alteragdes



do ciclo celular, integridade da membrana plasmatica e morfologia das células, sem

apresentar efeitos similares em células normais.

O estudo sobre um possivel alvo molecular responsavel pela atividade
anticarcinogénica deste inibidor demonstrou a sua atividade anti-quimotriptica da
subunidade do proteassoma 20S (SOUZA, 2010). O sistema de degradacgédo de
proteinas celulares reguladas pelo sistema ubiquitina-proteassoma é fundamental
para a manutengdo e regulacdo do ciclo celular. A inibicdo dessa atividade
quimotriptica do proteassoma causa redugdo da degradacdo de proteinas em

células tumorais, levando as a apoptose (CHEN et al., 2005).

A partir destes dados experimentais novas possibilidades se abriram para a
melhoria da terapia contra o cancer utilizando essa molécula. Recentemente dois
trabalhos sobre a nanoestruturacdo deste inibidor em diferentes formulagdées foram
iniciados para aplicagao biotecnoldgica visando, em projetos futuros, a terapia contra
o cancer. Oliveira em 2012 sintetizou e caracterizou fisicoquimicamente
nanoparticulas de polimeros de quitosana contendo o BTCI (Oliveira, 2012). Nesse
estudo a eficiéncia de encapsulamento foi superior a 50% e o BTCI foi liberado de
forma prolongada em condi¢des fisiolégicas, mantendo a sua atividade inibitéria
contra as proteases cognatas. Joanitti em 2012 desenvolveu formulagdes de
lipossomos contendo o inibidor de serinoproteases BTCI para optimizar a entrega da
molécula e a atividade anticarcinogénica desse sistema em células de cancer de

mama da linhagem MCF-7.

Nesse sentido, pretende-se, nesse projeto, investigar as propriedades
inibitérias dessa molécula associado com fluido magnético. Para isso, o objetivo do

projeto ora apresentado € a produgao e caracterizagao biofisica e estrutural de fluido
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magnético constituido de nanoparticulas de maghemita associadas ao BTCI,
visando a otimizagao da distribuicdo e acdo especifica desse inibidor em tecidos

tumorais, em projetos futuros.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer é uma doenca de impacto mundial que, no ano de 2011, acometeu
13 milhdes de pessoas, levando a obito outras 8 milhées. Na maioria das vezes, as
pessoas que sofrem desta doenga passam por tratamentos que geram efeitos
colaterais severos além da diminuigdo da qualidade de vida. Apesar dos esforcos
para a melhoria da terapia contra o cancer ainda existem dificuldades nessa area o
que demonstra a complexidade da doenca. A pesquisa busca novas moléculas e
indica caminhos para melhorar os tratamentos atuais. Neste contexto, tem se
estudado o uso dos inibidores de serinoproteases da classe Bowman-Birk,
moléculas que atuam como agentes anticarcinogénicos em diferentes etapas da
progressao tumoral, o que é um ponto positivo na busca por alternativas no

tratamento dessa doencga de caracteristicas heterogéneas e complexas.

O BTCI (Black eyed-pea Trypsin chymotrypsin inhibitor) esta nesta classe de
inibidores, ja com a sua atividade anticarcinogénica estudada, além de apresentar
atividade citotéxica induzindo as células tumorais a apoptose com graves alteracdes
morfolégicas e promovendo a permeabilizacado da membrana dos lisossomos, efeito
ainda ndo demonstrado nos estudos com o BBI classico. Considerando esse
potencial farmacoldgico do BTCI, bem como os beneficios da utilizagdo de fluidos
magnéticos na vetorizacdo de drogas, foram definidos nessa dissertacao objetivos
especificos visando associar o BTCI com nanoparticulas magnéticas. Espera-se que
o complexo assim formado e biofisicamente caracterizado, possibilite a
magnetovetorizagdo para sitios especificos de tumores conhecidos, associando a
magnetohipertermia, a qual ja € utilizada como tratamento complementar a

quimioterapia e radioterapia. Isso pode resultar na agcao sinérgica e potencializada
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desse inibidor e também na diminuicdo das concentragdes necessarias para a

terapia em comparacao com as utilizadas atualmente.

A partir do exposto acima, neste projeto, pretende-se associar o BTCI com um
fluido magnético a base de nanoparticulas de maghemita recobertas com dextrana,
investigando as suas caracteristicas biofisicas e estruturais da associagcdo e

caracteristicas magnéticas.
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3) OBJETIVOS

3.1) OBJETIVO GERAL.:

Caracterizar biofisica e estruturalmente o complexo formado por nanoparticulas
constituidas de maghemita recobertas com dextrana (MagDex) e o inibidor de
serinoprotease BTCI e avaliar a atividade inibitéria, estrutura e estabilidade do BTCI

nesse complexo.

3.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A. Analisar morfologicamente o BTCI associado com nanoparticulas MagDex por
meio de microscopia eletrénica de transmissao (MET), e varredura (MEV) e
Espalhamento Dindmico de Luz (EDL);

B. Determinar a constante de ligagdo entre o BTCl e MagDex e os paréametros
termodinamicos dessa ligacdo em diferentes condigdes, utilizando a técnica
de supresséao de fluorescéncia;

C. Avaliar a estabilidade do complexo BTCI-MagDex por meio da avaliagdo do
potencial zeta;

D. Avaliar possiveis mudangas no conteudo total de estrutura secundaria do
BTCI associado a MagDex por dicroismo circular;

E. Comparar a atividade inibitéria do BTCI livre e complexado com MagDex;

F. Avaliar a taxa de associacdo de BTClI com MagDex e separar
magneticamente o complexo BTCI-MagDex que respondem ao campo
magnético;

G. Caracterizar magneto-opticamente MagDex e BTCI-MagDex, por meio da

técnica de birrefringéncia magnética estatica.
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4) MATERIAIS E METODOS

4.1) CARACTERIZAGAO E OBTENGAO DOS COMPONENTES DA ASSOCIAGAO
BTCI-MAGDEX

4.1.1) Plantio das sementes de Vigna unguiculata

Sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp (variedade Seridd), inicialmente
obtidas do banco de sementes do Departamento de Bioquimica da Universidade de
Fortaleza, foram plantadas na Estacéo Biolégica da Universidade de Brasilia (UnB).
Por volta de trés meses apo6s o plantio, as vagens maduras foram colhidas, secas a
temperatura ambiente por um dia, para em seguida serem debulhadas. Os graos

obtidos foram utilizados para extracao da proteina BTCI.

4.1.2) Obtencgao do extrato bruto de Vigna unguiculata

A extragéo e purificacdo do BTCI a partir de sementes de Vigna unguiculata
foram realizadas baseadas na metodologia previamente descrita (VENTURA et al.,
1966). Quinhentos gramas de sementes de Vigna unguiculata trituradas foram
ressuspendidos em 2 litros de agua destilada contendo 200 uyL do inibidor de
protease fluoreto de fenil metil-sulfonila (FFMS) (100 mM). Esta suspensao foi
mantida sob agitacdo magnética por 14 horas a 4°C e, em seguida, homogeneizada
por 15 minutos em liquidificador industrial e filtrada em tecido de algodao. Apds a
adicdo de 500 mL de agua destilada, a polpa de feijao retida no tecido foi

homogeneizada e filtrada novamente.

A fracdo liquida obtida foi centrifugada a 8000 g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadamente foi submetido a precipitagdo com acido tricloroacético (TCA), sob
agitagdo magnética constante, até a concentragao final de 2,5% (v/v). Em seguida,

este material foi filtrado em papel filtro e a fracéo liquida foi submetida a precipitacéo
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com sulfato de aménio (p/v) até a saturacao final de 50%. Essa suspensao foi
centrifugada a 8000 g a 4°C por 40 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimentado foi ressuspendido com 40 mL de agua destilada, dialisado contra agua
destilada, congelado e liofilizado, consistindo do extrato bruto proteico dessas
sementes. Apos a liofilizacdo das amostras de BTCI foram pesadas e foi obtido um
rendimento de cerca de 40 mg de proteina partir dos 500 g de sementes trituradas

de Vigna unguiculata.

4.1.3 ) Purificagao do BTCI

O BTCI foi purificado por cromatografia liquida de troca ibnica utilizando a
resina DEAE-celulose. Trezentos miligramas de extrato bruto foram dissolvidos em
15 mL de tampao fosfato (10 mM) e centrifugados a 8000 g por 10 minutos para
retirar o material ndo solubilizado. A coluna de DEAE-celulose (3 cm (didametro) X 14
cm (altura)) foi previamente ativada com lavagens sucessivas de: 150 mL de HCI
200 mM; 250 mL de agua destilada; 150 mL de NaOH 200 mM; 250 mL de agua
destilada; seguida de 30 mL de tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 7,3) e 300
mL de tampao de equilibrio (fosfato de potassio 10 mM, pH 7,3). Nesta etapa, a
amostra de extrato bruto preparada foi aplicada por gravidade na coluna

cromatografica, seguida da adigdo de mais 150 mL de tampao de equilibrio.

Para a eluigdo da proteina foi montado um gradiente de NaCl com duas
solugdes: solugédo (A), 500 mL de tampéo fosfato 10 mM; solugdo (B) 500 mL de
tampéo fosfato 10 mM e NaCl 0,8 M. Neste sistema de solugdes foi estabelecido um
fluxo de 3,5 mbL/min, utilizando uma bomba peristaltica acoplada a coluna

cromatrografica. Os primeiros 190 mL do gradiente foram desprezados e a partir
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deste volume as fragdes foram coletadas em 95 tubos de ensaio por um coletor

automatico (3 mL/tubo).

As fragdes proteicas foram monitoradas por leitura da absorbancia a 280 nm
no espectrofotdbmetro (Biochrom Libra S12, Reino Unido). As fracbes
correspondentes ao BTCI foram identificadas por ensaio de atividade inibitéria contra
tripsina e comparativamente aos cromatogramas previamente reportados no
trabalho de Ventura et al., 1966. As fracbes correspondentes ao BTCI foram
separadas em duas partes, sendo a porcao inicial das fragcdes reservada para

recromatografia e a parte descendente corresponde a amostra de BTCI purificada.

4.1.4) Analise da pureza do BTCI

A pureza das amostras do BTCI foi confirmada por meio da técnica de
espectrometria de massa, com a colaboragdo do Dr. Luciano Paulino da Silva,
pesquisador do Laboratorio de Espectrometria de Massa (EMBRAPA — Cenargem).
Uma aliquota dessa amostra liofilizada foi ressuspendida em 10 yL de agua
nanopura. Um microlitro dessa amostra foi adicionado em trés microlitros de matriz
de acido a-cyano-4-hidroxi-cinamico (5 mg acido alfa-ciano hidroxicinamico, 250 L
de acetonitrila, 200 yL de agua e 50 pyL de TFA a 3%). Em seguida, um microlitro
desta suspensao foi distribuido em uma placa do tipo MTP AnchorChip var/384

(Bruker daltonics).

Apos secagem completa da matriz a massa molecular do BTCI foi
determinada utilizando o espectrometro de massa MALDI/TOF em um equipamento
Ultra Flex Il (Bruker Daltonics- Alemanha), operado no modo linear positivo, no qual

os ions sao formados com a utilizacdo de feixe de laser (Smart Beam) e acelerados
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a 20 kV (frequéncia de 50 Hz). Os espectros obtidos foram analisados pelo

programa FlexAnalysis 3 (Bruker Daltonics).

4.1.5) Quantificagdo de BTCI

A expressao apresentada abaixo (equagao 01) foi utilizada para quantificar a
concentragcdo de BTCI, a ser utilizado nos experimentos descritos a seguir,

considerando-se a absorbancia da proteina em comprimento de onda de 280 nm.

Azgo x10
A1% 280

Concentracio (mg/ml) = (equacéo 01)

A 280 = Absorbancia da amostra no comprimento de onda de 280 nm.

A 1% 280= Absorbéancia da solugao de 1% de BTCI no comprimento de onda de 280

nm, igual a 8,23

4.1.6) Caracteristicas do fluido magnético a base de maghemita recobertos
com dextrana

A amostra de fluido magnético utilizada neste trabalho foi sintetizada pela
aluna de doutorado Kely Lopes Caiado do grupo coordenado pela professora
Patricia Pommé Confessori Sartoratto, da Universidade Federal de Goias — Instituto
de Quimica (UFG - 1Q) — e gentilmente cedida para a sua aplicagao neste projeto de
pesquisa. A suspensao coloidal magnética é constituida por nanoparticulas (NPs) de
maghemita (y—Fe203) recobertas por dextrana de 250 kDa, resultando em um fluido
surfactado, denominado MagDex. Esta amostra apresenta 7,55x10"® particulas/mL e
concentracdo de maghemita de 1,84x10 2 g/mL.
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Resumidamente, a sintese do fluido foi realizada por meio do método da
coprecipitacdo de sais de ferro na presenca de dextrana de alta massa molecular
(250 KDa). Apos a precipitagdo de particulas com a adicado de amdnia (28 %) a
solugédo de sais de ferro para uma concentracao final de 5%, a amostra foi lavada
com agua destilada até que o sobrenadante atingisse pH 7,0. A mesma amostra foi
submetida ao banho de ultrassom para a possivel reorganizagdo das cadeias de
dextrana e estabilizagdo da suspensdo coloidal magnética. Para a separagao das
particulas nao peptizadas foi realizada uma ultima centrifugagéo por 20 minutos a
3500 g. A amostra de MagDex correspondia ao sobrenadante desta centrifugagao

(Gunther, 1993).

4.1.7) Preparagao do complexo BTCI-MagDex

O complexo BTCI-MagDex foi obtido por meio da adi¢do de 100 uL BTCI,
na concentracdo de 10 mg/mL, a 400 pL de MagDex 7,55x10'° particulas/mL.
Esta suspensdo foi mantida sob agitacdo constante por 6 horas a temperatura
ambiente. Este complexo foi utilizado nas analises de MEV e Birrefringéncia

Magnética Estatica.

4.1.8) Analise da ultraestrutura de MagDex e BTCI-MagDex

O valor do didmetro de MagDex foi determinado por meio da técnica de
microscopia eletrénica de transmissao. A cobertura de dextrana foi parcialmente
removida por meio de lavagens de MagDex com n-pentano e seca em estufa a 40
°C para aumentar a nitidez e o contraste das micrografias obtidas e permitir a

contagem e determinagdo do didmetro da nanoparticula magnética.

Em seguida, a amostra foi diluida em um mL de agua destilada na proporgao

de (1:1000) e sonicada por 20 minutos. Uma aliquota da amostra foi depositada em
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tela de cobre de 300 malhas recoberta com polimero formvar (0,4%, diluido em
cloroférmio) e secas a temperatura ambiente. As imagens foram obtidas no
microscopio de transmissao marca Jeol, modelo JEM 1011 (Japao), do Laboratério

de Microscopia Eletrdnica, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas.

As eletromicrografias foram registradas por meio do sistema de aquisicéo de
imagens UltraScan — software Digital Micrograph 3.6.5 (GATAN-Estados Unidos). A
partir da medida do didmetro de 1000 nanoparticulas utilizando o programa
ImagePro Plus 5.1, os dados foram ajustados em uma distribuicdo de classe e o
histograma do tamanho das nanoparticulas foi determinado como foi revisto e
descrito detalhadamente por Figueiredo (2009). A determinagdo do didmetro médio
de MagDex foi realizada com colaboracéo do aluno de doutorado Fernando Mendes

Lucas de Oliveira, orientado pelo professor Dr. Kalil Skeff Neto.

Além disso, a caracterizacdo da topologia das amostras de MagDex e BTCI-
MagDex foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (JEOL JSM-
7001F). Uma aliquota (3 pL) de solugdo de ambas as amostras, MagDex e BTCI-
MagDex diluidas (1:1000) foi depositada sobre um pequeno cilindro de niquel (stub),
coberta com mica e deixada em temperatura ambiente para secagem durante a
noite. Apds a metalizacdo com ouro, as amostras foram visualizadas na microscopia
eletrénica de varredura (MEV) (JEOL JSM-7001F) e uso do software PC-SEM (Ver.
2.0.0.8.) Essas analises foram realizadas sob supervisdo do mestrando Raphael

Candido Apolinario Peixoto sob orientagédo da Prof.? Doutora Sénia Nair Bao.
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4.1.9) Analise da carga residual superficial e diametro hidrodinamico das
amostras coloidais de BTCI, MagDex e BTCI-MagDex .

O diametro hidrodindmico das amostras de MagDex e BTCI-MagDex foram
analisadas por meio da técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (EDL). Esta
técnica baseia-se na relacdo da intensidade da luz dispersa por particulas ou
macromoléculas em solugéo, ao longo do tempo, com o movimento Browniano das
particulas em suspensédo. A distribuicdo de tamanho gerada por meio desta técnica
€ dada de acordo com a intensidade de luz. Esta relacdo pode ser convertida em
numero de particulas distribuidas por tamanho, baseando-se na solucdo de Mie, que
descreve por meio das equagdes de Maxwell a dispersdo eletromagnética de
particulas esféricas (SIU, 2002). Os graficos de Numero x Didametro (nm) foram
considerados para a analise dos resultados de didametro hidrodindmico das amostras

estudadas nesse projeto (KASZUBA et al, 2007).

O EDL pode ser utilizado para a determinacédo do zeta potencial () de forma
indireta. Esse é definido como o potencial elétrico da superficie de cisalhamento
hidrodinamico entre a camada de ions fortemente ligada a superficie da particula
(camada de Sterm) e a camada mais externa (camada difusa), e 0 meio circundante.
O potencial zeta é funcdo da carga superficial da particula, da camada adsorvida na
interfface com o meio e da natureza e composicdo do meio que a circunda
(DELGADO, 2007). Em todos os experimentos desenvolvidos nessa dissertagdo,
para a determinacdo do potencial zeta, as amostras foram preparadas em acetato

de sodio 10 mM, pH 4,0 ; PBS 1X, pH 7,0 e carbonato de sédio 10 mM pH 10,0.

O potencial zeta e didmetro hidrodindmico foram medidos para as solucdes

de BTCI (0,5 mg/mL) , associado ou ndao a MagDex na concentragdo de 7,55 x
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10"(diluido na proporcéo de 1:10). Para isso foi utilizado o equipamento Zetasizer,
Malvern — nano SZ (laser 633 nm), operando com o angulo de detecgédo de 173°.
Este angulo de detecgao apresenta vantagens, como a utilizagdo de amostras mais
concentradas, como € o0 caso da suspensdo magnética MagDex (KASZUBA et al.,

2008). Os experimentos foram realizados em triplicata a temperatura de 25°C.

4.2) ESTUDO DA INTERAGAO DE BTCI AO FLUIDO MAGNETICO.

4.2.1) Avaliagao da interacao de BTCI e MagDex por supressao de
fluorescéncia

O estudo de supressao da fluorescéncia intrinseca do BTCI, por titulagado com
MagDex, foi realizado utilizando-se o equipamento espectrofluorimetro JASCO — FP
6500, acoplado ao sistema de controle de temperatura Peltier — JASCO (ETC -
273T, Japao). Os parametros do equipamento utilizados para as analises foram:
velocidade de escaneamento de 1000 nm/minuto, abertura dos slits de excitacédo e
emissdo de 5 nm, tempo de resposta de 0,2 segundos com fotomultiplicador
operando em sensibilidade média. O unico triptofano da cadeia polipeptidica do
BTCI foi excitado a 295 nm e o espectro de emissao foi registrado entre os

comprimentos de onda de 305 a 450 nm.

Os ensaios de fluorescéncia foram realizados com a solugédo de BTCI na
concentragdo de 100 uM, em trés condigdes diferentes: tampao PBS 1X (pH 7,4,
NaCl 0,15 M); acetato de sodio 10 mM (pH 4,2; NaCl 0,15 M) e carbonato de sodio
10 mM (pH 10,2; NaCl 0,15 M). Os espectros de emissdo das amostras em
diferentes pHs foram registrados nas temperaturas de: 20, 25, 30, 35, 40 e 45 °C.

Em cada temperatura foram registradas as atenuacgdes da fluorescéncia intrinseca
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do BTCI, apés a titulagdo com MagDex 1,36 x 10 M, partindo de uma concentragdo

de 0 M até 7,3 x 10 * M de maghemita.

Os ensaios de associagdo do BTClI com MagDex no pH fisiolégico foram
realizados nas temperaturas de 23, 25, 27, 30, 32, 34, 36, 38 e 40 °C (tabela 1).
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As constantes de associagao
(Ka) do complexo BTCI-MagDex, nas diferentes temperaturas, foram calculadas a
partir das curvas ajustadas que relacionam o log|[(Fy— F/F —F,)] versus o
logaritmo da molaridade de maghemita adicionada (log[MagDex]) a solugdo de
BTCI (equacédo 02). Nesse caso, F € a intensidade de fluorescéncia na auséncia de
[MagDex] e F,, é a intensidade de fluorescéncia no estagio de saturagdo do
sistema. A area sob a curva formada pelos espectros de emissido de fluorescéncia

foi considerada como valor da intensidade (TEDESCO et al., 2003).
log [(Fy — F/F — E.)] =n (log[MagDex]) — log (Kd) (equacao 02)

A inclinacdo da reta do grafico duplo-logaritmo, obtida com os dados
experimentais acima citados, € equivalente ao numero de sitios de ligagcao (n). O
valor do logaritmo da constante de dissociacdo Kd foi determinado considerando-se
o valor do logaritmo de [MagDex] quando a reta cruza o eixo das abscissas. A
constante de associagao Ka foi obtida a partir da relacdo de reciprocidade entre a

constante de dissociagao e Ka.

A aproximagao de van't Hoff descrita abaixo (equagédo 03) relaciona os
valores do logaritmo natural de Ka e o inverso das temperaturas. Essa expresséao foi

considerada para o célculo dos parametros termodinamicos, entalpia (AH), entropia
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(AS) e energia livre de Gibbs a 25 °C (AG?®), resultantes da associagéo do BTCI com

a MagDex, em trés pHs diferentes (equacdes 03 e 04).
InKa =—-AH/RT + AS/R (equacéao 03)

AG = AH — TAS (equacgao 04)

4.3) AVALIAGAO DAS MUDANGAS DAS CARACTERISTICAS ORIGINAIS DOS
COMPONENTES DO COMPLEXO BTCI-MAGDEX

4.3.1) Analise estrutural do BTCI associado a MagDex por dicroismo
circular (DC)

Dicroismo Circular é a medida da absorbancia diferencial entre duas ondas
eletromagnéticas circularmente polarizadas por amostras opticamente ativas. Esta
técnica é utilizada na investigagao estrutural de proteinas em solugéo, sob diferentes
condigbes (temperatura e pH) e também permite avaliar o efeito de ligantes

adicionados ao sistema sob analise (CORREA, 2008).

As estruturas secundarias de BTCI, livre e complexado com MagDex, foram
comparadas por meio da técnica de dicroismo circular, utilizando o
espectropolarimetro (JASCO - 815, Jap&o) sob fluxo constante de nitrogénio,
acoplado ao sistema de controle de temperatura Peltier — ETC — 273T (JASCO-
Japao). Os parametros do equipamento foram: abertura dos slits de um nm,
velocidade de escaneamento de 50 nm/min e tempo de resposta de 4 segundos. O

tratamento dos dados foi realizado utilizando-se o programa Spectra Analysis.
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Os espectros dicroicos foram obtidos na faixa de comprimento de onda longe
da regidao do ultravioleta (190 — 250 nm) a 25 °C, regido na qual predomina como
croméforo o grupo amida da ligagao peptidica. A amostra de BTCI foi preparada em
tampéao PBS 0,1X (pH 7,4) na concentragcédo de 0,075 mg/mL e analisada em cubeta
de 1 mm. As mudancgas conformacionais do BTCI foram analisadas na presencga de

MagDex ha concentracdo de 6,36 x 10" particulas/mL.

O sinal dicroico que é a medida da elipticidade em mili graus (@) foi convertido
em elipticidade molar [8] (deg X cm? x dmol~1) de acordo com a expressdo abaixo
(equacao 05), na qual C é a concentragdo da amostra em (mg/mL) e I, o caminho
optico percorrido pelas duas componentes circulares da luz. O valor de 112 foi

considerado como a massa molecular do residuo médio.

112x0
6] = 10xCxI(c)

grau.cm®.dmol” (equacéo 05)

O valor do percentual do conteudo de estruturas secundarias foi estimado
pelo ajuste das curvas dicroicas no comprimento de onda de 250 a 190 nm,
utiizando o programa “CD spectra deconvolution” (CDNN) versdo 2.1

(bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn/).

4.3.2) Atividade inibitéria de BTCI| associado ou nao a MagDex contra a-
quimotripsina

O ensaio colorimétrico da hidrdlise do substrato sintético N—glutaryl-L—
phenylalanin—p—nitroanilide (GPNA) pela a-quimotripsina foi utilizado para comparar
as atividades inibitérias do BTCI livre e na presenga de MagDex. As solugbes foram

preparadas em tampao de ensaio Tris-HCI 50 mM (CaCl, 20 mM, pH 7,6): enzima
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a—quimotripsina (630 ug/mL); substrato GPNA (400 pg/mL) e as solugdes estoques

das amostras de BTCI (80 uM), BTCI-MagDex (80 pM/ 1,9 x 10" particulas/mL).

Quarenta microlitros da solugdo de BTCI associados ou ndo a MagDex foram
incubados com 40 uL de a—quimotripsina por 15 minutos a temperatura ambiente,
em placa de 96 pocos. Em seguida, 200 pyL do substrato GPNA foram adicionados
ao sistema de reacdo. Apds trinta minutos, a reacéo foi interrompida com a adigao

de 30 pL de acido acético 30% (v/v).

A absorbancia foi monitorada no comprimento de onda de 410 nm
correspondente a faixa de absor¢cdo do produto p-nitroanilida formado a partir da
hidrolise do substrato GPNA sob a agdo da a-quimotripsina. Os ensaios foram
realizados em triplicata e o controle positivo desta reagao foi efetuado por meio da

adicao de 40 pL de agua nanopura.

4.3.3) Atividade inibitoria de BTCIl associado ou nao a MagDex contra
tripsina

A atividade inibitéria de BTCI livre contra tripsina e complexado a MagDex foi
analisada a partir do ensaio enzimatico com o substrato sintético desta
endopeptidase (Na-Benzoyl-DL-arginine 4-nitroanilide hydrochloride — BAPNA).
Todas as solugdes foram preparadas em tampéao de ensaio Tris-HCI 50 mM (CaCl2
20 mM, pH 8,2): tripsina (64 pg/mL), o substrato BAPNA (430 pg/mL) e as solugdes
estoques das amostras de inibidores livres ou associados a BTCI (80 pL/1,9 x 10"

particulas/mL).

No ensaio a temperatura ambiente, quarenta microlitros das amostras foram
incubados com 0 mesmo volume de tripsina por 15 minutos. Apds este periodo, 200

ML do substrato BAPNA foram adicionados ao sistema de reagdo. Apds trinta
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minutos da adigao do substrato, a reagao foi interrompida pela diminuigao do pH por
meio da adicdo de 30 yL de acido acético 30% (v/v). A absorbéancia foi monitorada

para o comprimento de onda de 410 nm.

4.3.4) Avaliagao das caracteristicas magnéticas de MagDex e BTCI MagDex
por Birrefringéncia Magnética Estatica

As propriedades magnéticas e opticas das amostras MagDex e BTCI-MagDex
foram comparadas por birrefringéncia estatica. Essa técnica é baseada no fato das
nanoparticulas magnéticas, por apresentarem momento magnético, se orientarem
quando submetidas a um campo magnético externo. Quando o fluido magnético é
exposto ao campo, as nanoparticulas em movimentos aleatorios, estado
opticamente isotropico, se organizam mudando a orientagdo para um estado
opticamente anisotropico, gerando o sinal luminoso da Dbirrefringéncia

(FIGUEIREDO, 2008).

Esta técnica permite discriminar a presenga de nanoparticulas magnéticas
isoladas e os agregados presentes nos fluidos magnéticos que estdo interagindo
magneticamente. Outro pardmetro que contribui para o sinal da birrefringéncia
magnética estatica € a susceptibilidade magnética dependente do campo. Por meio
dessa técnica, o valor do campo onde esse parametro € maximo (Hma) pode ser

determinado (STEIN, 2010).

As medidas de birrefringéncia e andlise da influéncia da diluigdo nas
propriedades magnéticas de MagDex e BTCI — MagDex foram realizadas com as
amostras preparadas nas diluigdes de (1:2), (1:4) e (1:8) depois de complexado. As
medidas de birrefringéncia e analise dos dados foram realizadas em colaboragéo

com o professor Dr. Kalil Skeff e seu aluno de mestrado Cléver Stein.
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4.4) AS§0CIA(}A0 DE AMOSTRAS DE BTCI - MAGDEX, SEPARAGAO
MAGNETICA E TAXA DE ASSOCIAGAO

O ensaio de associagao do inibidor BTCI na superficie das nanoparticulas
magnéticas foi realizado por meio da adigao de 100 yL BTCI (10 mg/mL) a 400 pL
de MagDex 7,55x10" (particulas/mL). Esta suspensdo foi mantida sob agitacdo

constante por 6 horas a temperatura ambiente.

Em seguida, imas permanente de neodimio (NdFeB) foram utilizados para
separar o BTCI associado com os NPM de maghemita, do BTCI livre. O gradiente de
campo formado foi de 5 kgauss. Esse procedimento foi realizado a 4°C para
potencializar a resposta magnética das nanoparticulas por 48hs. Apds este periodo,
duas fases distintas da amostra de BTCI-MagDex foram observadas: o precipitado
de particulas magnéticas e o sobrenadante de coloragdo com aspecto amarronzado.
Esta parte superior foi cuidadosamente separada e depositada em tubos plasticos
contendo filtros millipore (100 kDa), os quais foram centrifugados durante 20 minutos
a 15000 g (4°C). A proteina contida na amostra e associada a particula foi
quantificada por meio da leitura da absorbancia a 280nm. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata. O calculo de eficiéncia de associag¢ao foi feito de acordo

com a expressao descrita abaixo (equagao 06).

C ~
q= ( - C—’:) x 100% (equagdo 06)

Onde q corresponde a eficiéncia de associacdo de BTCI a MagDex, Ci e Cf
correspondem, respectivamente, a concentracao inicial de proteina adicionada a
suspensao magnética e a concentracdo de proteina quantificada no sobrenadante

em mg/mL.
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4.5) ANALISE ESTATISTICA

Os dados das triplicadas foram tratados por meio de analises estatisticas
utilizando o erro padrao. Os indices de correlagdo das relacdes de linearidade
foram obtidos considerando os erros padrdes. Essas analises foram realizadas

utilizando o programa OriginPro 8.

29



5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1)OBTENGAO DO BTCI E CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DE MAGDEX E
BTCI-MAGDEX

5.1.1) Purificagdo e avaliagao da pureza do BTCI

Os perfis cromatograficos de amostras resultantes do extrato de sementes de
Vigna unguiculata, eluidas da cromatografia e recromatografia de troca idnica, estédo

representados na figura 1. Os cromatogramas apresentaram o0 mesmo padrao
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FIGURA 1. Perfil cromatografico da purificacdo de BTCI a partir de
extrato bruto proteico de sementes de Vigna unguiculata por meio de
cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE — celulose. A insergao
corresponde ao perfil da recromatografia das fragdes indicadas em verde.
O tracejado vermelho indica as fragdes coletadas contendo o BTCI puro,
indicado pelo espectro de massa anresentado na fiaura 2.

descrito em trabalhos anteriores (VENTURA et. al, 1966; JOANITTI, 2008), com
eluicdo do BTCI puro na concentracdo de NaCl de aproximadamente 0,35 M,

indicado pelas fracbes mostradas em vermelho.
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Essas fragdes coletadas foram dialisadas, congeladas e liofilizadas para em
seguida serem analisadas quanto ao grau de pureza por espectrometria de massa
(MALDI-TOF/MS) (Figura 2). Trés picos com razdo massa/carga (m/z) distintos
podem ser observados neste espectro: 4551; 9109; 18185. A massa molecular do
BTCI esta indicada pelo pico de valor m/z 9109 correspondente a massa molecular
do inibidor (VENTURA et al.,, 1966). Os outros dois componentes indicam a dupla
carga da molécula de BTCI, resultando na metade do valor de (m/z) encontrada para
essa proteina (m/z 4551) e a dimerizagao do BTCI (m/z 18185). Esse espectro

mostra que o BTCI foi purificado com grau de pureza 100%.
K it " 1000

o

Unidade Arbitraria (10°)

: |: T R —— — .. L
4000 6000 800 10000 12000 14000 16000 18000 m

FIGURA 2. Espectro de MALDI/TOF-MS do BTCI. Os trés picos
correspondem, respectivamente, ao BTCI duplamente carregado (m/z 4551),
BTCI puro (m/z 9109) e BTCI na forma de dimero (m/z de 18185).

m/z

5.1.2) Ultraestrutura por Microscopia Eletronica de Transmissao de MagDex

As dimensdes das nanoparticulas de maghemita que constituem o

nanocompdsito MagDex foram determinadas por meio da técnica de MET. Nessa
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técnica a imagem é formada a partir de um feixe de elétrons de alta voltagem, que
apos interagir com as amostras em dimensdes ultrafinas pode gerar trés tipos de
elétrons: os transmitidos, os inelasticamente espalhados e o0s elasticamente
espalhados (Carvalho, 2008). Esta dispersao sera tanto maior quanto maior o
tamanho do atomo (atomos eletrondensos), e faz com que os elétrons que deveriam
atingir o écran nao o fagam gerando o contraste da imagem. Em fluidos magnéticos
as porgdes eletrondensas correspondem ao nucleo magnético. No caso da amostra
de MagDex isso € representado pelo nucleo de maghemita formado por atomos de
Fe®* que correspondem as imagens escuras, eletrondensas. Elementos que nao
apresentam atomos pesados precisam passar por uma etapa de contrastacdo para
serem visualizados por meio dessa técnica. A analise de microscopia eletronica de
transmissao nao foi realizada nas amostras que apresentavam o BTCI, por nao ter
sido realizada a marcagao especifica para a proteina que permitisse a sua

visualizacao por meio dessa técnica.

Na figura 3 esta representado as fotomicrografias de MagDex obtidas por
meio da técnica de microscopia eletrénica de transmissdo e o histograma da
distribuicdo do didametro das particulas dos dados experimentais, como descrito e
revisado por Figueiredo (2008). O didmetro médio de MagDex foi determinado em

7,10 nm com o desvio padréo (o) de 0,26.
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FIGURA 3. A) Fotomicrografia por microscopia eletrénica de transmissdo das particulas de
maghemita recobertas por dextrana (400000X). B) Histograma do didametro médio (Dm) das
nanoparticulas magnéticas de MagDex de 7,10 nm com desvio padréo (o) do didmetro médio
de 0,26.

Na fotomicrografia, os pontos escuros semelhantes a granulos, correspondem
ao nucleo magnético de maghemita. Essas nanoparticulas ndo se encontram
individualizadas e existe uma matriz menos eletrondensa envolvendo os nanoimas.
Provavelmente essa matriz menos eletrondensa corresponde as cadeias de
dextrana adsorvidas na superficie das nanoparticulas, presentes na amostra de
MagDex. Isso indica que a metodologia utilizada para retirar as moléculas de

dextrana adsorvidas nas nanoparticulas de maghemita, descrito na sessao (4.1.7)

nao foi efetiva para retirar as moléculas de dextrana.

Similarmente, estudos da ultraestrutura por MET de nanoparticulas de 6xido
de ferro sintetizadas na presenca de dextrana apresentaram fotomicrografias com
particulas ndo individualizadas e com aspecto semelhante das fotomicrografias

obtidas no trabalho atual (LEE et al., 2002). As fotomicrografias, deste trabalho,
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também mostraram a associacdo das cadeias da dextrana adsorvida na superficie

das NPM.

A partir da analise dessas micrografias, no trabalho atual, hipotetizou-se que
essas cadeias de dextrana adicionadas durante a sintese de MagDex resultavam na
formagdo de agregados. Para elucidar essa hipotese outras formas de

caracterizagao estrutural da nanoparticula foram realizadas.

5.1.3) Ultraestrutura por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de BTCI
e do complexo BTCI-MagDex

A topografia das amostras MagDex e BTCI-MagDex foi analisada
qualitativamente por meio da MEV. Nessa técnica, a imagem é formada por elétrons
secundarios retroespalhados resultantes da interacao do feixe eletronico primario

com a amostra que retornam a superficie da mesma e atingem o detector.

Na figura 4 estdo representadas as fotomicrografias obtidas das duas
amostras de MagDex (figura 4A) e BTCI-MagDex (figura 4B). Por meio de uma
analise qualitativa ndo foi possivel observar diferengas entre as amostras MagDex e
BTCI-MagDex analisadas por meio dessa técnica. No entanto, a presenga de
aglomerados de nanoparticulas foi observada nas duas amostras (indicadas pelas

setas) tanto na presenga, como na auséncia de BTCI.
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FIGURA 4. Micrografias Eletronicas de varredura de MagDex, fluido magnético composto
por maghemita recobertas por polimeros de dextrana, na presenga (a) e na auséncia (b)
da proteina BTCI 50000(X). Setas indicam agregados de nanoparticulas magnéticas.

No trabalho desenvolvido por Xu e colaboradores (2005), didametros maiores
de particulas de magnetita recobertas com dextrana também foram observados para
as analises de MEV, quando comparadas a analise por MET (XU et al., 2005). Essa
diferengca entre as duas técnicas pode indicar a presenca de agregados de

nanoparticulas de MagDex.

Esses aglomerados podem ser formados a partir de associagoes
inespecificas entre essas particulas e podem ocorrer no minimo de duas formas
diferentes: agregacao primaria, quando os nucleos magnéticos se associam antes
de serem recobertos pelos polimeros de dextrana; ou agregagdo secundaria,
correspondendo a associagao das particulas apos serem surfactadas pelo polimero
de acgucar. A presenga desses agregados em amostras de nanoparticulas
magnéticas resulta em mudangas nas caracteristicas magnética das mesmas (Al et
al., 2005). No entanto, os aglomerados observados nas micrografias de MEV (Figura

4) podem ser resultado da preparacéo das amostras para a técnica de MET e MEV
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de MagDex e BTCI-MagDex, ou seja, podem ser reversiveis quando as mesmas

estiverem em suspensao.

Como o estudo do sistema carreador magnético BTCI-MagDex visa a sua
futura possivel aplicagao biomédica, a estabilidade e o tamanho das nanoparticulas
da suspensdo magnética associada ou ndo ao BTCI foi avaliada na sua forma

original. Os resultados dessas analises estdo apresentados a seguir.

5.1.4) Avaliagao do Diametro Hidrodinamico da suspenséao de BTCI
associado ou nao a MagDex

A andlise realizada pela técnica de Espalhamento Dindmico da Luz (EDL) foi
baseada na relacdo do percentual de numero distribuido nas classes dos didmetros
hidrodindmicos. Esta avaliacdo considera a relagdo de espalhamento de luz com o
tamanho da particula, pois a relacdo de espalhamento de luz esta na ordem de 10°
de acordo com o tamanho da particula, ou seja, uma particula maior espalha muito
mais luz do que uma particula menor. A relagdo de numero versus tamanho resulta
nos dados correspondentes a populacdo de entidades com maior quantidade na
amostra analisada. A avaliagdo do didmetro hidrodinamico de MagDex por EDL
confirmou a presenga dos agregados (Figura 5) observados nas micrografias de
MEV e MET (Figuras 3 e 4). O valor encontrado para a amostra de MagDex, em
diferentes pH (4,0; 7,4 e 10.0), foi de aproximadamente 140 nm, o que indica a
associagao de varias nanoparticulas. Esse sistema agregado das nanoparticulas
apresenta-se monodisperso, pois o0 indice de polidispersividade (PDI) das

nanoparticulas é de aproximadamente 0,17 (Tabela 1).

Mesmo estando em estado agregado a dimens&o das nanoparticulas de

MagDex em suspensédo é compativel com o uso em terapias contra o cancer. Isso se
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deve ao fato de que a microvasculatura do tecido tumoral é descontinua e apresenta
poros que variam de 100 nm a 1000 nm, permitindo a penetragcao de nanoparticulas
nessas dimensdes. Em contraste, a microvasculatura de tecidos saudaveis
apresenta fenestras de dimensdes de aproximadamente 10 nm de diametro
(HUGHES, 2005), favorecendo, portanto, que tecidos cancerigenos sejam
preferencialmente atingidos. Adicionalmente, estudos mostram que particulas nas
dimensdes de MagDex, em suspensao, apresentam maior tempo de circulagdo no

organismo (AMAL et al., 2012).

Os valores dos didametros hidrodinamicos das amostras do BTCI isolado em
pH 4,0; 7,0 e 10,0 foram diferentes. As amostras de BTCI analisadas em pH acido
apresentaram diametro hidrodindmico de 676 nm (Tabela 1). Esse valor é muito
maior do que o esperado para a molécula de BTCIl que na sua estrutura
cristalografica apresenta dimensées de (4,2 x 3,22 x 3,18 nm®) (BARBOSA et al.,

2007).

Em pH acido o BTCI esta proxima ao ponto isoelétrico tedrico (pl) de 4,9

(http://web.expasy.org/Protparam). Nessas condi¢cdes, a carga elétrica residual da

molécula é préxima de zero, diminuindo a repulsao eletrostatica entre as moléculas,
o que favorece a agregacado do BTCI. No entanto, na presenca de MagDex esses
agregados possivelmente se associam a superficie da particula, o que resulta em
particulas de 281 nm, menor do que o valor obtido para o BTCI isolado para a
condigcao acida. A formagao do complexo BTCI-MagDex promoveu o deslocamento
do diametro hidrodindmico para valores intermediarios, correspondentes as

dimensdes entre a particula magnética e o BTClI isolado (Figura 5A e Tabela 1).
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Nos pH neutro e alcalino, o BTCI livre encontra-se principalmente na sua
forma monomérica (~ 4 nm) (Tabela 1). Nessas condigdes a molécula de BTCI
apresenta predominantemente carga residual negativa, o que permite a repulsao
eletrostatica da proteina, reduzindo a agregacéao (Figura 5B e 5C). Na presenca de
MagDex, o pico de espalhamento de luz, que indica essa populagdo de moléculas,
desaparece dando origem aquele correspondente ao raio hidrodindmico do
complexo BTCI-MagDex, com alguns nandmetros a mais, o que indica a formagéao

do complexo.

Tabela 1. Didametro Hidrodinamico (Dh) e PDI (indice de polidispersividade da
intensidade) para as amostras de BTCI, MagDex e o complexo BTCI-MagDex,
obtidos por espalhamento de luz dinamico.

pH 4 pH 7 pH 10

Dh (nm)  PDI Dh (nm)  PDI Dh (nm)  PDI
BTCI 676136 0,1740,2 440,83 0,7240,3 41 0,49+0,1
MagDex 148+3 0,17£0,0 14845 0,16£0,0 12847 0,17+0,0

BTCI-MagDex  281+21 0,27+0,0 156+1 0,16+x0,0 156+5 0,16+0,0
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FIGURA 5. Distribuicdo percentual do numero de particulas e didmetro
hidrodindmico de BTCI (0,5 mg/ml) na presenga ou ndo de MagDex em
diferentes ph: a) 4,0; b) 7,4; ¢)10,0. A linha preta corresponde ao BTCI. A
linha azul ao complexo BTCI-MagDex e a linha vermelha a MagDex.
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5.2) ESTUDO DA ASSOCIAGAO DO BTCI COM MAGDEX

A compreensdo do processo de adsor¢cdo de proteinas em nanoparticulas
esta diretamente condicionada a determinacdo de parametros como constante de
associagao (Ka), numero de sitios de ligagdo (n) e parédmetros termodinamicos.
Essas informacdées sao fundamentais para formulacdo e melhoramento dos
nanocompdésitos associado as moléculas com agéao farmacoldgica, para aplicagoes
biomédicas. Existem diferentes formas de se investigar esses parametros da
associacdo e adsorcdo de proteinas em nanoparticulas. Uma delas é o
monitoramento de diferencas conformacionais de proteinas por métodos
espectroscopicos, na presenga de ligantes. O estudo da associagdo de BTCI com o
fluido magnético MagDex foi realizado, nessa dissertagdo, utilizando o método
espectroscopico de supressao de fluorescéncia do unico triptofil presente no BTCI,
com adigdo crescente de MagDex, e em condi¢des controladas de pH e

temperatura.

As proteinas apresentam a fluorescéncia intrinseca resultante dos residuos
de aminoacidos aromaticos: triptofano, fenilalanina e tirosina. A alta sensibilidade do
residuo de triptofano com relagcdo ao ambiente molecular e suas caracteristicas
estruturais o tornam uma importante sonda fluorescente para investigacdo das
alteragbes na matriz proteica. Mudangas no espectro de emissao de proteinas
contendo triptofanos podem resultar de transi¢des conformacionais, associagdes de
subunidades, ligacdo ao substrato, ou desnaturagdo da proteina. Os maximos de
emissao (Amax) de fluorescéncia deste residuo de aminoacido encontram-se entre
os comprimentos de onda de 310 a 360 nm, dependendo da polaridade, forga ibnica,

temperatura e rigidez da matriz circundante (LAKOWICZ e MASTERS, 2008).
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A reducédo na intensidade de fluorescéncia de emissao do fluoréforo triptofano
pode ser resultado da presencga de ligantes na proteina (YU et al., 1992), o que gera
a supressao da intensidade de fluorescéncia. Esse fenbmeno é utilizado para o

estudo da interagao entre ligantes e proteinas.

5.2.1) Supressao de fluorescéncia intrinseca do BTCI sob influéncia do pH e
temperatura

De acordo com a estrutura primaria do BTCI, o unico residuo de triptofano
ocupa a penultima posicdo da cadeia polipeptidica (Morhy e Ventura, 1987). As
caracteristicas da emissdo de fluorescéncia em relacdo a variacdo de pH e
temperatura foram analisadas a partir dos espectros de emissao deste fluoroéforo na
auséncia de atenuadores (Figura 6). Os valores de Amax encontrados nos trés pH
investigados (4,0; 7,4; 10,0) foram de aproximadamente 355 nm (20 °C), o que esta

de acordo com os dados reportados por Ventura et al. (1977).

Os valores da intensidade de fluorescéncia de emissdo do BTCI nos trés
diferentes pH a 20 °C, aumentaram com o aumento da alcalinidade: pH 4,0: 154 u.a;
pH 7,4: 383 u.a; pH 10,0: 514 u.a. Essa variagao da intensidade de fluorescéncia
deste fluoréforo do BTCI, de modo pH-dependente, ja tinha sido observada por
Ventura (1977). Nesse trabalho a influéncia de grupos supressores adjacentes ao
triptofil foi proposta como a origem da variagdo da intensidade de fluorescéncia de
modo pH-dependente. Foi sugerido que o mecanismo de supressao envolve a
transferéncia de um préton intramolecular de um grupo protonado para o anel indol

do triptofano.
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Esta forma protonada do anel indol apresenta um rendimento quantico
reduzido (LAKOWICZ, 2008). A diminuicdo do pH favorece a protonagdo das
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, resultando em grupos supressores
como carboxila ndo ionizada, anel imidazdlico catibnico e a forma catiénica do grupo
amino. Adicionalmente, a reducao da intensidade de emissado de fluorescéncia do
BTCI em decorréncia do aumento de temperatura foi observada nos experimentos
de fluorescéncia (Figura 6). Esse efeito decorre do aumento da energia cinética das

particulas do solvente que leva a um aumento das colisdbes entre as mesmas e 0

600 -
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FIGURA 6. Efeito da variacdo de pH e de temperatura no espectro de
emissado do BTCI. em azul: espectro obtido em tamp&o carbonato 10mm (ph
10); em vermelho, espectro obtido em tampao PBS pH (7,4); em preto,
espectro obtido em tampao acetato pH 4,0. a curva na coloracdo marron
representa o estado de saturagcdo em todos os pH (valores da intensidade
préoximos a zero) e temperaturas apos a adicao de MagDex 0,62 mm. a linha
cheia corresponde aos espectros de emissédo obtidos a temperatura de 20
°C, enquanto os espectro pontilhados correspondem a temperatura de 45
°C.
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fluoréforo no estado excitado. Essas colisbes resultam em uma desativagdo nao

radioativa do estado excitado, reduzindo a emisséao de fluorescéncia (LIMA, 2008).

5.2.2) Constantes de associagao (Ka) e numero de sitios de ligagao (n) do
complexo BTCI — MagDex

As curvas de emissao fluorescéncia BTCI foram suprimidas em decorréncia
da adicdo de MagDex e estédo representadas na figura 7 em diferentes pH (20 °C).
Nas temperaturas de 25, 30, 35, 40 e 45 °C (dados ndo mostrados) foi observado o
mesmo padrdo de supressdo obtido para a temperatura de 20 °C, porém com
intensidades diferentes, decorrente do efeito da temperatura explicado
anteriormente. Considerando a semelhanca de todas essas curvas, optou-se por

mostrar somente uma delas (20 °C) e as demais derivadas dessa.

Essa supressao do sinal de fluorescéncia pode ser de dois tipos: dinamica e
estatica. No primeiro caso, o fluoroéforo chega ao estado excitado, mas devido a
interacbes com o agente supressor ocorre o retorno para o estado fundamental por
meio de um processo ndo radioativo. Na supressio estatica ocorre a formacao de
um complexo entre o supressor e a molécula, o que gera a forma nao excitavel,

resultando na despopulagao dos triptofanos excitaveis (LAKOWICZ, 2008).
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FIGURA 7. Supressao de fluorescéncia do espectro de emissdo do BTCI por meio da
titulacdo com MagDex. O ensaio foi realizado em diferentes pH (NaCl 0,15m) a 20 °C.
As concentragdes de MagDex variaram de A = [0,0] a M = [0,62] mM, considerando-se
a concentragao de maghemita, de acordo com a seta.
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A partir da intensidade de fluorescéncia emitida pelo triptofil do BTCI na
auséncia e na presenga de MagDex versus a molaridade da maghemita da particula
magnética (descrito na sessao 4.6), as constantes de associagao para formacgao do
complexo BTCI-MagDex e o numero de sitios de ligagdo do complexo BTCI —
MagDex foram calculados (Figura 8). Os graficos das temperaturas diferentes de 20
°C nao foram mostrados, por apresentarem a mesma relagao de linearidade. Os
valores das constantes de associagdo e o numero de sitios de ligagdo do complexo

estdo apresentados na tabela 2 para os diferentes pH e temperaturas.
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FIGURA 8. Duplo logaritmo da fluorescéncia do BTCI suprimida com a
titulacdo de MagDex (20 °C) em diferentes pH. indice de correlagdo (R?)
para os pH 4,0 e 7,4=0,98 e para o pH 10,0=0,99 ; NaCl 0,15M.

Os gréficos da figura 8 apresentam uma curvatura voltada para o eixo das
ordenadas. Esse perfil de desvio da linearidade pode ser explicado pelo fato de que

somente certa fracdo dos fluoroforos em estado excitado foi suprimida pelo processo
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colisional. Os fluoréforos no estado excitado sdo desativados instantaneamente
depois de sua formacgao pela molécula supressora, no caso, nanoparticulas de ferro
proximas (aproximadamente 2 A) ao fluoréforo excitado, e em concentragbes mais
elevadas do supressor. Esse modelo de supressdo é conhecido por esfera de agao
(LAKOWICZ, 2008). Este é um processo intermediario entre a supressao colisional e
a estéatica (SOARES, 2005). O estudo da interagao de nanoparticulas de prata com
compostos nao proteicos resultou no mesmo padrao da emissado de fluorescéncia
discutida nessa dissertagao (LEE et al., 2008) e naquele trabalho se hipotetizou que
a supressao da emissao de fluorescéncia estaria relacionada com o mecanismo de
esfera de agdo. Apesar do estudo da interagdo de BTCI com MagDex ter sido
realizado em diferentes pH, nao foram observadas diferencas expressivas entre os
valores calculados de Ka (Tabela 2). Mesmo com a influéncia das variagdes de pH
na ionizagao de grupamentos laterais dos residuos de aminoacidos e também nos
grupamentos hidroxilas, encontrados na superficie das nanoparticulas de
maghemita, tanto BTCI como MagDex, apresentam baixo conteudo de cargas
opostas, nos valores de pH estudados. Esses dados sugerem que a interagao
eletrostatica, importante componente no processo de adsorgéo de proteinas (PATIL

et al., 2007), ndo é preponderante na interagao de BTCI com MagDex.

Resultados semelhantes foram obtidos em estudos da adsorcdo da o-
lactoalbumina (pl 4,3) em particulas de hematita (a-Fe203), onde foi demonstrado a
adsorgcdo, mesmo em condigcbes eletrostaticas ndo favoraveis (ARAI, 1990). Neste
caso, a adsorcdo dessa proteina é atribuida a mudangas conformacionais na
molécula, o que exporia seus sitios hidrofébicos e internos, permitindo a sua

adsorgao por um mecanismo hidrofébico.
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Esses resultados também podem ser corroborados pelo valor da constante de
associacdo em pH acido, préximo ao pl tedrico do BTCI. Essa foi a maior constante
de associagao para a formagao complexo BTCI-MagDex, comparado com os valores
obtidos nos outros pH. Nessas condi¢des, a carga residual da molécula BTCI se

encontra proxima a zero, reduzindo uma possivel repulsado eletrostatica por MagDex.

Os valores das constantes de associagdo (Ka) calculadas nas diferentes
temperaturas e pH para a interagdo do BTCI com a MagDex foram da ordem de 103
e 10*M™. Diferencas na caracteristica da proteina ou do sistema carreador, como
nucleo magnético e cobertura, podem influenciar nos dados obtidos com diferengas
da constante de associacdo. Por exemplo, no estudo da associacdo de
nanoparticulas de dioxido de titanio (SUN et al., 2009), assim como nanoparticulas
de prata com a albumina sérica humana (MANIVEL, 2012), os valores de Ka
calculados foram da mesma magnitude (10° e 10* M ). No entanto, os valores de
Ka obtidos para nanoparticulas de ferrita de cobalto e magnetita recobertas com
citrato ou dextrana, na associagao com a albumina sérica bovina, foram da ordem de
108 M (MACAROFF et al., 2004). Diferengas como dimensdo da nanoparticula,
caracteristicas da proteina (LACERDA et al., 2009), tamanho da cadeia dos
polimeros da cobertura, natureza fisica e quimica dos polimeros (AMAL et al., 2012)
influenciam nas constantes de associagdo. A avaliacdo das constantes para a

finalidade da aplicagao biomédica do sistema nanoparticulado.
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Tabela 2. Valores das constantes de associagao (Ka) do complexo BTCI-MagDex e
numero de sitios de ligagéo (n). O ensaio foi realizado em diferentes temperaturas e
valores de pH.

pH 4,0 pH 7,4 pH 10,0

Temperatura n Ka (10°M™) n Ka (10°M™) n Ka (10°M™)

(°C)

20 1,41£0,04 1,00,1 - - 1,51£0,02 9,5+0,3

23 -- - 1,22+0,22 5,91+0,5 -- --

25 1,46x0,05 1,0+0,0 1,39+£0,18 6,3+0,9 1,48+0,02 7,0x0,1

27 -- -- 1,17£0,09 8,910,6 -- --

30 1,41£0,04 1,0£0,0 1,33+0,09 7,610,7 1,56+£0,02 4,4+0,5

32 -- -- 1,3910,09 7,841,7 -- --

35 1,48+0,05 1,1+0,0 1,19+0,26 7,410,5 1,54+0,07 4,9+0,3

36 -- -- 1,47£0,19 7,2+0,3 -- --

38 -- -- 1,16x0,18 8,7+1,0 -- --

40 1,46£0,04 1,1£0,0 1,16£0,27 7,416,0 1,64+0,09 2,3+0,3

45 1,53+0,01 1,1£0,1 -- -- 1,92+0,08 0,8+0,8

O valor de Ka em 10* M encontrado para o complexo BTCI-MagDex mostra
que BTCI apresenta menor afinidade com o carregador magnético do que por suas
enzimas cognatas quimotripsina e tripsina (Ka: 10° e 10" M™") (FACHETTI et al.,

1984; FREITAS et al., 1999). No presente estudo, levando em consideragcéo que se
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almeja a liberagao dessa molécula para a inibigao das enzimas alvo no sitio de agao,
como no tecido tumoral, os valores obtidos para a constante de afinidade
representam uma caracteristica que pode ser considerada importante para essa
aplicagao biomédica, pois o carreador magnético ndo compete com as moléculas

alvos.

Os valores dos numeros de sitios de ligagao, nas diferentes temperaturas e
pH, apresentou uma média de 1,4. Embora BTCI e MagDex apresentem a mesma
carga liquida, a proteina apresenta uma carga superficial heterogénea determinada
pela natureza quimica de cada aminoacido e da exposi¢cao dos mesmos ao solvente.
Por vezes um unico aminoacido pode ser responsavel pela adsor¢do da proteina a
uma nanoparticula, ou um grupo de cadeias laterais de aminoacidos distintos podem

determinar a especificidade entre as moléculas envolvidas (EROL et al., 2006).

Os valores das cargas residuais superficiais de BTCI, MagDex e do complexo
foram determinados pelos valores do potencial zeta ({) para avaliar as condigdes de
adsorcao dessas moléculas nos diferentes pH. As medidas da carga superficial
residual do BTCI e dos valores encontrados para o potencial zeta do BTCI, MagDex
e BTCI-MagDex mostram que as mudancas nas cargas superficiais dessas amostras
ocorre de forma pH dependente (Tabela 3). As nanoparticulas de maghemita contém
hidroxilas (Fe-OH?*) que em pH acido encontram-se desprotonadas, resultando em
uma carga superficial positiva, como mostrado pelo valor do potencial zeta para a
particula isolada. O aumento da alcalinidade resulta na carga residual negativa da

particula, devido a desprotonagao das hidroxilas (Fe-O™) (LUCAS et al., 2007).

O perfil do potencial zeta de nanoparticulas de maghemita sem cobertura em
funcdo do pH apresentou o mesmo padrao dos valores para as nanoparticulas de
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MagDex (Tabela 3), no entanto com valores em modulo maiores do que os
encontrados no presente estudo (YU, 2004). Provavelmente essa redugdo dos
valores do potencial zeta deve estar relacionada com fato de a dextrana ser um

polimero polar sem carga (PORFIRE et al., 2009).

Tabela 3. Potencial Zeta obtidos por espalhamento dindmico da Luz ¢ em diferentes
valores de pH

pH 4 pH 7,4 pH 10

Potencial ¢ (mV)

BTCI -14, 46 -31,26 -31,53
MagDex 7,09 -8,37 -10,76
BTCI-MagDex 0,56 -7,83 -9,91

5.2.3) Parametros termodinamicos da associacao entre BTCI e MagDex

Diferentes fenbmenos fisicos e quimicos envolvendo macromoléculas
contribuem para a afinidade entre elas. Estes estdo diretamente relacionados com
os tipos de ligagbes nao covalentes, incluindo as ligagées de hidrogénio, interagdes
de van der Walls, interacdes eletrostaticas e hidrofobicas. A determinacdo dos
parametros termodinédmicos, como entalpia (AH), entropia (AS) e energia livre de
Gibbs (AG) das associagdes entre moléculas sdo fundamentais para elucidar as
caracteristicas da ligagdo. Por meio dos valores desses parametros a dindmica das
reacdes estudadas pode ser compreendidas assim como a estabilidade da formacao

do complexo em associagdes com proteinas.

Desta forma, para se compreender a dindmica da associa¢cado de BTCIl com a

MagDex esses valores foram calculados por meio da aproximagao de van’'t Hoff que
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relaciona o logaritmo natural (Ln) das constantes de associagdo (Ka) para a
formagdo do complexo BTCI — MagDex versus o inverso das temperaturas (K)

(Figura 9).
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FIGURA 9. Aproximacao de van’'t Hoff para a formagcdo do complexo BTCI-MagDex em
diferentes pH. Por meio dessa relacdo foram calculados a variacdo de entalpia (AH) e de
entropia (AS). O indice de correlacdo (R?) para os pH 4,0 e 7,4 foi de 0,94. No pH 10,0 o
indice foi de 0,99. As barras representam o erro padrdo que foi considerado no calculo do R?.
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Os valores dos parametros termodinamicos da associacdo do BTCI com
MagDex, em condi¢gbes acidas e neutras foram: entalpia (AH) com valores positivos
e proximo de zero, entropia com valores positivos (AS>0) (tabela 4). Esses dados
indicam que a interacdo de BTCI com a MagDex, nessas condi¢cdes, pode ser

principalmente devido as interagdes hidrofdbicas (ROSS, 1981).

A molécula de BTCI apresenta superficie hidrofébica (BARBOSA et al., 2007)
constituida por cadeias laterais de residuos de aminoacidos hidrofobicos. Esses
residuos nao polares levam a agua a formar uma estrutura organizada na vizinhanga
dos grupos hidrofébicos quando isolados no solvente (ROSS, 1981). Com a
formagdo do complexo com MagDex esses residuos que se encontravam
previamente acessiveis, se tornam inacessiveis, 0 que gera o0 aumento no numero
de moléculas de aguas nao estruturadas que sédo expulsas para o corpo do solvente,

aumentando a entropia do sistema (WEBER, 1995).

No estudo sobre a reagdo do BTClI com a sua enzima cognata, o-
quimotripsina (FREITAS et al.,, 1999) em pH 7,6, os valores encontrados para os
parametros termodinamicos também foram positivos para a variagdo de entalpia e
entropia (tabela 4). No estudo referido, a dinamica da associag&o do inibidor com a
protease foi atribuida ao aumento de entropia do sistema devido a exclusdo de

aguas da superficie de associagdo das duas proteinas.
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Tabela 4. Parametros termodindmicos determinados para a formagao do complexo
entre o BTCl e MagDex. Os valores de entalpia (AH,n), entropia AS e energia livre de
Gibbs a 25°C (AG®) nos diferentes pH, estdo apresentados.

pH 4,0 pH7,4 pH 10,0 BTCIl-a-quimotripsina
(Freitas et al, 1999)
AH,, (kcal/mol) 0,9+0,6 44+16  -12,01£0,2 11,1+£2,5
AS (cal/molK) 21,521 32,315,5 -22,840,2 67,80,0
AG?® (kcallmol) -5,5+0,1 -51+0,3 -5,2+0,0 9,10,0

Os valores negativos encontrados para os parametros termodinamicos da
associagao de BTCI-MagDex em pH basico podem indicar uma associagao atribuida
a ligagcdées de hidrogénio (ROSS, 1981). Além disso, esses valores podem estar
relacionados com elétrons © de cadeias laterais dos aminoacidos aromaticos
ionizados, principalmente a tirosina, presente na cadeia polipeptidica do BTCI. Esse
aminoacido apresenta o pK de ionizagado proximo a 10,0, ou seja, em pH alcalino a
cadeia lateral desse aminoacido pode estar carregada negativamente aumentando a

polarizacéo dos elétrons © do anel aromatico.

A reducéao da entropia do sistema pode ser atribuida a diminuicdo do grau de
liberdade dos atomos que compde a proteina. Os valores negativos para entropia
podem decorrer das mudancas nas ligagdes de hidrogénio (MAKHATADZE, 1995),
quando essas ocorrem em ambientes de baixa constante dielétrica, como na area de

contato do complexo, sem acesso a agua.

A associagdo do BTCI com MagDex foi caracterizada como um processo
exergobnico (AG < 0) nos pH analisados. Mesmo com as diferentes contribui¢ées dos

parametros termodindmicos de entropia e entalpia em cada pH avaliado, a adsorcao
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de BTCI a superficie do sistema magnético MagDex € um processo que pode ser

considerado espontaneo.

5.3) ALTERAGOES DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E FUNCIONAIS DO
BTCI QUANDO ASSOCIADO A MAGDEX

5.3.1) Conteudo de estrutura secundaria do BTCI| associado a MagDex

As mudancgas da estrutura secundaria do BTCI quando associado a MagDex
foram comparadas com a proteina livre por meio dos espectros dicroicos obtidos na
faixa de comprimento de onda longe da regido do ultravioleta (UV distante), em
tampao PBS, pH 7,4 a 25°C (Figura 10A) e por meio do calculo do conteudo de

estruturas secundarias (Figura 10B).

A partir dos calculos do percentual do conteudo das estruturas secundarias foi
observado que os dois tipos predominantes de estruturas secundarias no BTCI sao
as estruturas do tipo B-anti-paralelas e desordenadas (Figura 10B). As estruturas
tridimensional dos inibidores da familia Bowman-Birk s&o conservadas e
basicamente formadas por estruturas do tipo 3, que constituem os dois subdominios

contendo os sitios reativos (VOSS et al., 1996; PARK et al., 2004).

Os espectros dicroicos e o conteudo de estruturas secundarias do BTCI livre
e complexado com MagDex foram similares, o que mostra que esse inibidor néo
apresenta mudancas conformacionais quando forma o complexo com a
nanoparticula magnética. A manutengdo do conteudo da estrutura secundaria do
BTCI na forma do complexo BTCI-MagDex pode ser devido a estabilidade estrutural

decorrente do alto conteudo de ligagbes dissulfeto.
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Em contraste, em estudos similares com nanoparticulas de prata e proteinas
de diferentes classes estruturais foram observadas alteracbes nos espectros
dicroicos. Neste estudo da interacdo da transtirretina humana, molécula
transportadora de retinol (ALMEIDA, 1995), proteina homotetramérica do tipo B, foi
observada reducdo no conteudo de alfa hélice e aumento da estrutura desordenada

(LAERA et al., 2011).

A
0+ g| Estrutura BTCI BTCI-
secundaria (%) MagDex
(%)
4 a-hélice 7,6 7,7
§ Folha 34,2 31,2
anti-paralela
Folha B paralela 3,2 3,1
-8 - Dobra- 24,0 254
Estrutura 32,8 34,0
Desordenada
-12 4
190 200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 10. A)Espectros de dicroismo circular distante da regido do UV (190-
260 nm) em tampéao PBS, pH 7,4 a 20°C do BTCI livre (Preto) e associado
com MagDex (Vermelho).B) A tabela inserida mostra a percentagem das
estruturas secundarias calculadas a 25 °C.

5.3.2) Atividade inibitéria de BTCI associado ou ndao a MagDex

A atividade inibitoria de BTCI e de BTCI-MagDex sobre a tripsina e
quimotripsina foi avaliada para verificar se a atividade da proteina era preservada na
presenca do fluido magnético. O grafico do ensaio inibitério esta representado na
figura 11, onde se observa que a curva de inibigdo do complexo BTCIl-MagDex

apresenta o mesmo padrao da curva de inibicdo do BTCI livre e o mesmo perfil do
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percentual de inibicdo para as duas serinoproteases. No estudo sobre a utilizagdo da
cistatina, inibidor de cisteino proteases, nanoestruturado em polimeros de acido poli
latico-glicolico (PLGA), foi demonstrado que esses inibidores mantiveram a sua
atividade inibitéria contra a papaina (CEGNAR et al., 2004). Este inibidor é
conhecido como um agente quimioterapico por inibir a atividade da cisteino protease

catepsina relacionada com a progressao da tumorigéneses.

Em contraste, de forma geral, trabalhos sobre imobilizagdo de enzimas, por
exemplo, desidrogenase alcodlica, acetil colinesterase e fosfatase, em
nanoparticulas magnéticas mostram que as atividades dessas moléculas ligadas
tendem a diminuir se comparadas a enzima livre (LIAO, 2001; MEHTA et al. 1997,
WANG et al, 2009). A mudanca na atividade dessas enzimas esta relacionada com
mudanc¢as conformacionais que poderiam alterar o sitio catalitico delas e a sua

associacao ao substrato.

A atividade inibitéria do complexo BTCI-MagDex contra quimotripsina e
tripsina foi semelhante a atividade do BTCI livre, indicando que a adsorgcdo da
particula ndo alterou as propriedades do sitio reativo dessa proteina. Como foi
discutido anteriormente, este inibidor apresenta alta estabilidade estrutural, fato que
pode explicar a manutengdo da sua atividade inibitéria mesmo associada as
nanoparticulas magnéticas. Esses dados indicam que o sitio reativo esta acessivel
para a ligagcdo com as enzimas cognatas. No entanto, ndo sabemos qual é o sitio de
associacao entre o BTCIl e a nanoparticula magnética e, portanto, ndo podemos
inferir se existe uma competicdo ou associacdo preferencial com as enzimas

cognatas e carreador magnético.
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Este resultado indica que o sistema BTCI-MagDex pode ser utilizado em
ensaios in vitro e in vivo, visando a busca por alternativas na prevencao e
tratamentos anticarcinogénicos, considerando que essa molécula ja foi previamente
caracterizada como potencial agente anticarcinogénico contra o cancer de mama

(JOANITTI et al., 2010).
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FIGURA 11. Atividade inibitéria do BTCI livre (linha PRETA) E BTCI-MagDex
(linha vermelha). Atividade residual A) tripsina e B) quimotripsina.
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5.3.2) Avaliagao das caracteristicas magnéticas de MagDex e BTCI-MagDex
e da sedimentagao magnética desse sistema.

A separagao do BTCI adsorvido em MagDex foi realizada por sedimentagéo
magnética com imas permanentes para se confirmar a associacdo do BTCI a
MagDex e avaliar a estabilidade e taxa de associacdo dessa proteina a
nanoparticula magnética. A figura 12 mostra o sistema utilizado para essa separagao
magnética, constituido de tubos de vidro e uma base magnética. A figura mostra a
sedimentagdo magnética da amostra BTCI-MagDex, utilizando gradiente de campo

de cinco kgauss, determinado por um gaussimetro.

Apos 48 horas observa-se que as nanoparticulas associadas ao BTCI se
concentraram no fundo dos tubos de vidro. Na parte superior encontra-se uma
porcdo com coloragdo amarronzada decorrente das nanoparticulas que nao
responderam a esse gradiente de campo magnético e o BTCI ndo associado (Figura
12 B). A quantificacdo de BTCI associado foi realizada a partir do método de
dosagem de proteinas determinando a concentragcdo de proteina do sobrenadante e
subtraindo esse valor da quantidade inicial de proteina adicionada nesse sistema. O
valor encontrado foi de 89+7 % de BTCI associado as particulas magnéticas, o que

indica a alta taxa de adsorgéo da proteina no sistema magnético.

Os resultados encontrados demonstram a estabilidade do complexo BTCI-
MagDex e a alta taxa de associagao do BTCI com as nanoparticulas magnéticas.
Esse método de adsorgcédo e separacdo magnética permitiu avaliar as amostras do
complexo BTCI-MagDex constituido de particulas que apresentem resposta ao
campo magnético. Adicionalmente, esse procedimento pode ser considerado

adequado para o direcionamento magnético e aplicagdo da magnetohipertermia
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dessas amostras de BTCI-MagDex em tecidos alvos atingidos por um determinado

tipo de cancer, estudos esses que estdo em fase de elaboragéo.

FIGURA 12. Sedimentagdo magnética do complexo BTCI-MagDex a 4 °C. A)
BTCI-MagDex colocado no tempo zero no sistema de separagao magnética; B)
Apés 48hs, as nanoparticulas contendo BTCI-MagDex atraidas
magneticamente para o fundo dos tubos (marrom escuro) e sobrenadante
contendo BTCI nao adsorvido e nanoparticulas que nao respondem ao campo
(marrom claro).

5.3.3) Avaliagao das caracteristicas magnétopticas de MagDex e BTCI-
MagDex e da separagao magnética desse sistema

Na figura 13 estédo representadas as curvas de birrefringéncia magnética de
MagDex e BTCI-MagDex na diluicdo de (1:2). As curvas obtidas para as outras
diluicdes apresentaram o mesmo padrdo e ndo estdo mostradas. O sinal luminoso
da birrefringéncia (1) em fungdo do campo magnético externo H(Oe) aplicado esta
relacionado neste grafico. Os dados experimentais do sinal de birrefringéncia foram
ajustados a partir do modelo matematico descrito por Stein (2010), resultando na
curva que relaciona o percentual das contribuigdes para o sinal luminoso de
birrefringéncia dos agregados e particulas isoladas que compdéem a amostra. A
tabela 5 correlaciona a percentagem dessas duas populagbes e o numero de

particulas por agregados das amostras MagDex e BTCI-MagDex, obtidas em todas
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as dilui¢des, a partir das curvas de birrefringéncia. Em MagDex e BTCI-MagDex, em
todas as diluigdes estudadas, duas populacbes de nanoparticulas foram
identificadas: particulas isoladas (linha azul para diluicdo 1:2 representada na figura
13) e agregados com o mesmo numero de particulas (linha vermelha para diluicdo

1:2 representada na figura 13).

63



77
y+p |
vy
o
0.0 & T U R U R
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
H(Qe)
1.0 — 7T T ' T r T r T ' T T T T T
y+p
y
N p
00 2] } I T N 1 L | L | L | L | L | L
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

H(Oe)

FIGURA 13. Birrefringéncia Magnética Estatica em fungdo do campo magnético
externo aplicado para MagDex (A) e BTCI-MagDex (B) na diluicdo (1:2). A linha
sélida preta é o ajuste aos dados do sinal luminoso (1) normalizado, correspondente
a soma das contribuicées do sinal de birrefringéncia dos agregados (linha vermelha-
(y)) e nanoparticulas magnéticas isoladas (linha azul-(p)).

Nas trés diluigdes (1:2; 1:4; e 1:8), a amostra que continha proteina adsorvida
apresentou o percentual de agregados maior do que a amostra do nanocompésito
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sem a proteina (Tabela 5). Ao longo das diluicbes estudadas, o numero de
nanoparticulas por agregado se manteve constante, demonstrando que esta
organizacgao das particulas é estavel ndo sendo afetada pelo processo de diluigdo. O
processo de adsorcdo do BTCI nao alterou o numero de nanoparticulas por

agregados quando comparados a amostra de MagDex sem a proteina.

Tabela 5. Percentual das contribuicées de particulas magnéticas no sinal de luz da
birrefringéncia magnética estatica. Os valores de Hma representam o campo
aplicado que gera a maior susceptibilidade magnética das amostras.

1:2 1:4 1:8
MagDex BTCI- MagDex BTCI- MagDex BTCI-
MagDex MagDex MagDex
Particulas 14,4 7.4 12,4 8,4 11,1 9,9
Isoladas
(%)
Agregados 85,6 92,6 87,6 91,6 88,9 90,1
(%)
N. 55 6,8 6,0 6,2 5,8 5,4
Particula
Hma (Oe) 329 298 324 301 321 303

Os resultados de birrefringéncia magnética corroboram com os resultados
obtidos por espalhamento dindmico de luz, onde foi mostrado a presenca de
agregados na amostra MagDex. Isso indica que no processo de adsor¢do do
polimero de dextrana, agregados de nanoparticulas foram formados e estado
interagindo magneticamente. A existéncia desses agregados ja havia sido

visualizada também por microscopia eletrénica de varredura (Figura 4).

No grafico 14 estdo representadas as curvas de susceptibilidade magnética
indicando os valores de Hma correspondentes ao maximo da funcdo da
susceptibilidade magnética nas trés diluicbes estudadas, tanto para MagDex como
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para BTCI-MagDex. Os valores encontrados para Hma estao resumidos na tabela 5
e estdo na mesma faixa de valores para as duas amostras estudadas. O que difere
entre as curvas de susceptibilidade para MagDex e BTCI-MagDex é que para as
amostras que apresentam a proteina a curva é mais estreita e ndo se altera com as
diluides. Em contraste, as curvas de susceptibilidade magnética das amostras de

MagDex sao mais largas e alteram com o processo de diluigao.

A manutencdo da forma das curvas de susceptibilidade magnética para as
amostras com o BTCI adsorvido pode indicar que a presenca da proteina no sistema
resultou na maior estabilidade do sistema, mantendo sempre as nanoparticulas que
compde os agregados estaveis e com uma mesma distancia entre si. Isso sugere
que, na presenca do BTCI, moléculas do solvente ndo tem mais acesso ao interior

dos agregados mantendo o sistema estavel mesmo apds as dilui¢des.

Os resultados obtidos por meio da birrefringéncia magnética podem reforcar a
interpretacéo dada para os valores dos parametros termodinamicos obtidos para a
associacao BTCI-MagDex, discutidos anteriormente (sessao 5.2.3). Nesse caso, foi
observado que a associagdao do BTCI com MagDex é dirigida por um processo
entropico, decorrente da exclusdo de aguas da interface do BTCl e MagDex e
também das moléculas de aguas estruturadas em volta dos residuos hidrofébicos
das moléculas de BTCI, para o corpo do solvente. Esta dinamica da exclusdo do
solvente durante o processo de associagdo de BTCI a MagDex pode ter sido
responsavel pela manutencido da estrutura e das propriedades magnéticas de
MagDex. Essa caracteristica de estabilizacdo do sistema magnético é fundamental
para aplicagdes biomédicas, considerando-se que nesses casos utiliza-se amostras

diluidas no sistema in vivo (LI et al, 2009).
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FIGURA 14. Birrefringéncia Magnética Estatica em funcdo dos valores de campo
magnético externo das curvas de susceptibilida das amostras de MagDex (o) e
BTCI-MagDex. (m). Nas dilui¢cdes: A) 1:2; B) 1:4 e C) 1:8.
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6.CONCLUSOES

1. A amostra de fluido magnético usada neste trabalho é constituida por
nanoparticulas de maghemita com didmetro de 7 nm e didmetro
hidrodindmico de aproximadamente 150 nm, o que reflete que essas
particulas ndo se encontram isoladas quando em suspensao. A formacao de
associagdes entre as nanoparticulas ocorrem de forma homogénea, como
indicado pelo baixo valor do indice de polidispersividade (0,17);

2. O valor do didmetro hidrodinamico do complexo BTCIl-MagDex foi de 156 nm
nos pH neutro e alcalino e 281 nm no pH acido. Nessas amostras nenhum
pico correspondente ao didmetro da proteina foi observado o que sugere que
o BTCI interagiu com as nanoparticulas de MagDex;

3. As constantes de associagdo do complexo BTCI-MagDex, obtidas por
fluorescéncia, em pH acido foi da ordem de 10* M, enquanto em pH neutro e
basico esses valores foram da ordem de 10° M'. As andlises de zeta
potencial indicaram que a associagdo desse complexo deve ocorrer
principalmente por interacdes nao eletrostaticas;

4. Os parametros termodinamicos demonstraram que a associagcao de BTCI a
MagDex em pH acido e neutro decorre de uma reagdo espontanea
entropicamente dirigida e principalmente atribuida as interagdes hidrofébicas;

5. A associagdo de BTClI a MagDex em pH alcalino é espontanea e
principalmente atribuida as ligagdes de hidrogénio formadas em ambientes de
baixa constante dielétrica;

6. A associagdao de BTCI com as nanoparticulas de MagDex n&o alterou de

forma significativa o conteudo das estruturas secundarias do BTCI;
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7.

9.

A atividade inibitéria do BTCI associado a MagDex apresentou o mesmo perfil
de inibicdo da proteina livre demonstrando que a associagdo nao afeta os
sitios reativos da molécula;

A quantificacdo do BTCI do complexo BTCI-MagDex mostra que cerca de
80% da proteina usada foi associada as nanoparticulas magnéticas;

As amostras MagDex e BTCI-MagDex apresentaram duas populagdes
principais: nanoparticulas isoladas (10%) e nanoparticulas agregadas
contendo entre 5 e 6 nanoparticulas (90%), como indicado pelos dados

obtidos por meio da técnica de Birrefringéncia magnética Estatica;

10.0 valor do campo magnético no qual as amostras de BTCI-MagDex

apresentam a maior resposta de susceptibilidade se manteve constante ao
longo das diluicbes estudadas assim como as curvas de susceptibilidade
magnética. Provavelmente as moléculas de BTCI se associaram a MagDex
excluindo as moléculas de agua préximas as cadeias de dextrana,
preservando as propriedades magnéticas e a estabilidade do nanocompadsito

mesmo nas amostras diluidas do complexo.
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