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Resumo

Este estudo relata o sucesso na preparacdo, caracterizacdo e teste bioldgico in vitro de
suspensdo coloidal biocompativel formada a partir do carregamento de glicina (Gly) em
nanoparticulas de polietilenoglicol (PEG) suspensas em PBS (Gly@PEG/NPs). A interacdo
entre a molécula de Gly e as nanoparticulas de PEG foi investigada usando espectroscopia
Raman normal e espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS), empregando
coloide de prata com substrato ativo. Além do mais, microscopias eletronicas de varredura
(MEV) e de transmisséo (TEM), espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta e
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram empregados para
caracterizar as amostras. As atividades bioldgicas do complexo Gly@PEG/NPs em
macrdfagos do colostro humano, estimulados pela bactéria Escherichia coli (EPEC), foram
avaliados quanto a viabilidade, fagocitose, atividade microbicida e producdo de citocinas.
Anélises morfolégicas revelaram que as nanoparticulas do complexo Gly@PEG/NPs
apresentam formato ndo esférica com didmetro médio (indice de polidispersdo) de 54,3 nm
(0,16). Imagens de TEM de alta resolugcdo demonstraram a coexisténcia de fases cristalinas e
amorfas na estrutura do complexo Gly@PEG/NPs. Os espectros de FTIR, Raman normal e
SERS sugerem fortemente que os grupos amino protonados (NHs*) das moléculas Gly se
ligam aos atomos de oxigénio da molécula de PEG por meio de ligacbes de hidrogénio,
deixando o grupo carboxilato (COO") voltados para a massa aquosa do meio. Ensaios, usando
método MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazolio), em células RAW
264.7 e em macrofagos de colostro humano tratados com o complexo Gly@PEG/NPs
revelaram que a viabilidade celular desses sistemas é superior a 85%. Bioensaios, realizados
em macréfagos do colostro humano estimulados pela bactéria EPEC e tratados com o0s
complexos PEG/NPs, Gly@PEG/NPs e com Gly pura, mostraram que somente as células
tratadas com Gly pura tiveram sua atividade fagocitica aumentada com relacdo ao grupo
controle (estatisticamente relevante - p < 0,05). Evidenciando que os complexos PEG/NPs e
Gly@PEG/NPs nao foram reconhecidos pelos macréfagos. Em complemento, foi verificado
que somente os macrofagos tratados com o complexo Gly@PEG/NPs tiveram sua atividade
microbicida aumentada da ordem de 40 %, com relacdo aos grupos controle (p < 0,05). Por
ultimo, foi observado que os tratamentos com o complexo Gly@PEG/NPs e com a Gly pura
aumentaram a expressdo, com relacdo ao grupo controle, tanto das citocinas anti-
inflamatorias (IL — 4 e IL — 10) quanto das pro-inflamatorias (IL-1p ¢ TNF-a), todas com p <
0,05.

Palavras Chaves: Glicina; Nanoparticulas de PEG, entrega de drogas, espalhamento Raman
intensificado por superficie, citocinas e macrofagos.



Abstract

This study reports on the successful preparation, characterization and biological test in vitro
of a biocompatible colloidal suspension comprising glycine (Gly) loaded into polyethylene
glycol (PEG) nanoparticles (Gly@PEG/NPs) and suspended within PBS. The interaction
between the Gly molecule and the PEG nanoparticles was investigated using normal Raman
spectroscopy and surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), the latter employing silver
substrate. Additionally, scanning and transmission electron microscopy (TEM), dynamic light
scattering, zeta-potential, and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were employed
to characterize the samples. The biological activities of the Gly@PEG/NPs complex in
human colostrum macrophages stimulated by the bacterium Escherichia coli (EPEC) were
evaluated for viability, phagocytosis, microbicidal activity and cytokine production.
Morphological analyzes revealed that Gly@PEG/NPs have non-spherical shape with average
diameter (polydispersion index) of 54.3nm (0.16). Moreover, high-resolution TEM images
demonstrated the coexistence of crystalline and amorphous phases in the Gly@PEG/NPs
structure. The FTIR, normal Raman and SERS spectra strongly suggest that the protonated
amino groups (NHs") of the Gly molecules bind to the oxygen atoms of the PEG molecule by
means of hydrogen bonds, leaving the carboxylate groups (COO") facing outwards to the bulk
aqueous-like medium. Assays using the MTT method (3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) in RAW 264.7 cells and human colostrum macrophages
treated with the Gly@PEG/NPs complex revealed that the cellular viability of these systems
is greater than 85%. Bioassays, performed on EPEC-stimulated human colostrum
macrophages and treated with the PEG/NPs and Gly@PEG/NPs complexes and pure Gly,
showed that only cells treated with pure Gly had their phagocytosis rates increased, compared
to the control group (statistically relevant - p <0.05), showing that the PEG/NPs and
Gly@PEG/NPs complexes were not recognized by macrophages. In addition, it was found
that only macrophages treated with the Gly@PEG/NPs complex had their microbicidal
activity increased of the order of 40%, in relation to the control groups (p <0.05). Finally, it
was observed that treatment with the Gly@PEG/NPs complex and pure Gly increased the
expression, relative to the control group, of both the anti-inflammatory (IL-4 and IL-10) and
the pro-inflammatory cytokines ( IL-1p and TNF-a), all with p <0.05.

Keywords: Glycine; PEG nanoparticles; Drug delivery; Surface enhanced Raman scattering;
cytokines and macrophages.



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1- Representacdo esquematica da producao de citocinas sistema imunologico ...... 33

Figura 3.2-Biossintese da glicina a partir da SErina ..........cccoceveereeiesieese e 38
Figura 3.3- Representacdo esquematica de polimerizagao ............ccoceveiviiinennincniceee, 42
Figura 3.4- Representacdo esquematica da estrutura quimica do polietilenoglicol ............... 44

Figura 5.1- Imagem SEM e histograma de tamanho de particula da amostra 2Gly@PEG/NPs
e imagens TEM e imagens HRTEM da amostra 2GIy@PEG/NPS ..........ccccccevvvevveviveiesnene. 60

Figura 5.2- Espectros de FTIR das amostras: (i) PEG/NPs, (ii) 2GIly@PEG/NPs, e (iii) Gly
livre. (b) ampliacdo dos eSpectros de FTIR ......c.ccciiieiiiiie e 63

Figura 5.3- Espectro do Raman normal das amostras: PEG/NPs, Gly@PEG/NPs. Ampliacéo
em diferentes regides espectrais dos espectros do Raman normal da amostra 2Gly@PEG/NPs
g =\ SRR 64

Figura 5.4- Espectro Raman normal de amostras: solucdo de Gly, Gly@PEG/NPs e
PEG/NPs. Espectro Raman normal de solugdo de Gly. Zoom, em diferentes faixas espectrais,
do espectro SERS de amostras solucdo de Gly e 2Gly@PEG/NPs espectro Raman normal da
SOIUGED T8 GHY .ttt bbbt 67

Figura 5.5 Ampliagdes, em diferentes regides espectrais dos espectros Raman normal dos
complexos (i) PEG/NPS € XGIY@PEG/NPS .........cccvoiiiiiiieie et 67

Figura 5.6- Representacdo esquematica da adsorcdo das moléculas de Gly na cadeia
POIIMENICA O PEG ...t be et e ae e 70

Figura 5.7 Espectros SERS (i) e Raman normal (iv) da solucdo de Gly (0,1 mol/L). Espectros
SERS dos complexos xGly@PEG/NPs com x = 1,0 mol/L (ii) e x = 0,1 mol/L (iii) ............. 72



Figura 5.8 Espectros SERS (i) e Raman normal (iv) da solugédo de Gly (0,1 mol/L) ............ 73

Figura 5.9 — Ampliacdes, em diferentes regides espectrais, dos espectros SERS (i) e Raman
normal (iv) da solugao de Gly (0,1 MOI/L) ...ccuveieiiiiiie e 73

Figura 5.10 — Efeito das concentracGes de Gly e Gly @ PEG/NPs na viabilidade das células
RAW Pel0 NSAI0 08 IMTT ..ot 77

Figura 5.11 — Imagens da atividade fagocitica obtida pelo método de alaranjado de acridina:
FagOCITOSE 0A EPEC ......ocoiiieeecie ettt sttt sttt steeneenneenteaneens 82

Figura 5.12 - Expressdo de citocinas de macrofagos de colostro humano: IL-1B, IL — 4, IL —
10 e TNF-a ap6s estimulagdo por EPEC .........ocooiiiiiiiiiiiiiceeceee e 85

11



LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1- llustracdo da Resposta imunoldgica primaria e secundaria ...........cccccevvervennnenn. 29

Tabela 5.1-Diametro hidrodindmico e potencial zeta dos complexos PEG/NPs e

GIY@PEG/NPS ...ttt bbbt b et b bbb bbb 61

Tabela 5.2- Posicdo dos modos vibracionais obtidos do Raman normal e SERS para

PEG/NPS, Gly (0.1 MOVL), GIY@PEG/NPS .....cvvveereseeeeeeereeseseseeseessessseseessessseesseessessseees 66

Tabela 5.3- indice de fagocitose bacteriana e de atividade microbicida por macréfagos do

colostro humano determinados por alaranjado acriding ............ccccecvvvvevieveciese e 81

Tabela 5.4- Expressdo de citocinas (pg/mL) em macrofagos de colostro humano apés

eStIMUIACAD POF EPEC ...ttt ste e ns 83

12



LISTA DE ABREVIATURAS

Anova analise de variancia
ANVISA agencia nacional de vigilancia sanitaria
AM atividade microbicida

°C grau celsius

CaCl; cloreto de célcio

Cel célula

DO densidade Optica

D.O.U diério oficial da unido
Gly@PEG/NPs nanoparticula de polietilenoglicol adsorvida com glicina
Gly glicina

IL interleucina

IL-1B interleucina 1 beta

IL-2 interleucina 2

IL-4 interleucina 4

IL-6 interleucina 6

IL-8 interleucina 8

IL-10 interleucina 10

IL-12 interleucina 12

IL-17 interleucina 17

IFN-y inteferon gama

L litro

MgCl; cloreto de magnésio

mmol milimolar

NMDA N-metil-d-aspartato

NEC enterocolite necrotizante

nm nanémetro

NK Natural Kkiller

NK-FB Fator nuclear kapa B

O= anion superdxido

PDI indice de poli dispersdo

PBS fosfato bifasico de sodio
PEG polietilenoglicol

PEG/NPS nanoparticula de polietilenoglicol
TGI trato gastrointestinal

TNF-a fator de necrose tumoral alfa
Thl Células T helper 1

Th2 Células T helper 2

) bending

v stretching

® wagging



[Pt

roking
twinting
correlagéo de pearson

14



SUMARIO

CAPITULO L oottt 17
INEFOAUGED ...ttt b e bbbt 17
CAPITULO 2 oottt 26
ODJETIVOS ...ttt b bbbttt bbbt e et b bbb 26
ODjJEtiVOS ESPECITICOS .....veviiieiiiteieiieie ettt ettt 26
CAPITULO 3 ..ottt 27
REVISAO 08 THTEIATUIEA .....eveeiieie et 27
Conceito e pressupostos da INFlamagao ..........ccevviiieiie i 27
INFIAMAGCAD AQUUA ...ttt te e e e b e s aa e s te et e sseesaeeneeaneenres 28
RESPOSTA IMUNE L.ttt b e e b b e e e nbb e e e nbbe e e be e e e e 29
1) T g Tor= (o O 1] ] Lo S STOUOSRSRIN 30
(O] [0 1Sy i £ TN 01034 F= o Lo TSP 31
(071 0 To] 1o SRS UR SRR 32
AMINOACTUDS ...ttt ettt bbbt e b e b e e s et e st e st et n b e neeneeneeneas 36
©] [ Tod ] - TSR UPPPPRPRORN 37
Mecanismos de aCA0 da GHICING ........ccveiiiiececec et 39
POIIMEIOS ..ttt ettt r e et e e et et e s te et e e beeReese et e stentestenteaneereeneeneeneas 42
POIMEIIZAGAD ...t b et bbbttt bbbttt e s 42
Propriedades e caracteristicas do PEG ... 42
Polietilenoglicol 6000 (PEG) ......ccoiuiiiiiiiiiiiieieie et 43
Sistema de entrega € PEG ... s 44
CAPITULO 4 ..ottt 48
Material € MELOUOS .....c.eeviiiiiie et re e a e b e e et e sbesreeneereeneeneens 48
Sintese de nanoparticulas de PEG ... e 48
Caracterizacdo fisica dos complexos PEG/NPs e GIY@PEG/NPS .........ccccocceivveiveieiieieenns 49
Caracterizacdo dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs quanto as suas propriedades fisico-
(o [T a o SO SPSTSP 50
e 0T =] o] (oo o1 OSSP 51
CUIUIA 0B CEIUIAS ...ttt ettt be b e re e nee e 51
Obtencéo de células da [inhagem RAW 264.7 .......ccooe i 51
Obtencédo de amostras (macrofagos do colostro hUMAaN0) ..........cocvevveveiiiereere e 52
Anélise in vitro da citotoxicidade dos complexos Gly, PEG/NPs e GIy@PEG/NPs ............. 53
Obtencéo da Espécie ESCherichia COli .......c..cuiiiiiiiiiii e 53



Estudos de Imunomodulacdo e quantificacdo de citocinas expressas por macréfagos do
colostro humano quando tratadas com Gly pura e com os complexos PEG/NPs e

GIY@PEGINPS .......ooeoeeeeeeseeeeeeeesies e sees s n s ns s sennens 54
Avaliacdo da fagocitose e atividade microbicida de macrofagos do colostro humano quando
tratadas com os Gly pura e com os complexos PEG/NPs e GIy@PEG/NPS ..........ccccccevvennene 55
ANALISE ESTALISTICA ...vevveveeiieiieie ettt bbbttt e bbb b nbe b 56
CAPITULO 5 - REULTADOS E DISCUSSAO ......coevevetietereieeeeeeses e sessss s sesaesenns 57
Caracterizagdo Fisico-quimica, morfoldgica do complexo GIYy@PEG/NP ..........ccccoccveinene 57
Estudo da Estabilidade dos complexos PEG/NPs e GIy@PEG/NPs por DLS ............cccc....... 61
Propriedades Opticas dos complexos PEG/NPs € GIY@PEG/NPS .........ccccccovviviiviiniieiiaiannns 61
Resultado dos estudos de Viabilidade celular do complexo GIy@PEG/NPS ...........ccccuen.e.e. 58
Viabilidade celular da Gly e do complexo GIY@PEG/NPS .........cccooeveviiiiiniiieiecesi 76
Avaliacdo do efeito funcional GIY@PEG/NPS ..........ccccoveiiiiieiieirec e 78
Viabilidade Celular — MTT ..ot e e e 80
Ensaios de Fagocitose e atividade microbicida ...........ccccoveiviiiiciicc e 80
Ensaios de Imunomodulacédo e quantificagdo de CItOCINGS ........cccovvveeiiereiiieiie e 83
CAPITULO B ...ttt 91
[O0] 1 o] 113 Lo PSSR 91
PEISPECTIVAS FULUIAS ...ttt nb bbb 92
CAPITULO 7 oottt 93
RETEIBINCIAS ...ttt bbb e b b e st et et st besbe et e eneenee e 93
ANEXOS ..ottt E bt r ettt bbb ne e 108

16



CAPITULO 1

INTRODUCAO

Conforme os dados da Coordenagdo Geral de Informacdo e Andlise Epidemioldgica
do Ministério da Saude (CGIAE/SVS/MS), na plataforma do Sistema de Informacdes sobre
Mortalidade (SIM), em julho de 2015 os casos de Gbitos comunicados, em decorréncia das
doencas inflamatdrias (CID 10 — Cddigo Internacional de Doencas) foi da ordem de
(1.000.000) um milhdo, em 2017 houve um aumento de aproximadamente vinte pontos
percentuais (20%), subindo para um total de (1.200.000) milhdo e duzentos mil casos de

Obitos, devido a complicacdes das doencas inflamatérias. (Fonte: SIM - Sistema de

Informagdes  sobre Mortalidade Maio de 2017  disponivel  em2:
http://svs.aids.gov.br/dashboard/mortalidade/cid10.show.mtw).

Os processos inflamatdrios fazem parte de aproximadamente 14.000 patologias
descritas na classificacdo internacional de doencas (CID).

A inflamacdo é uma reacdo dos tecidos a um agente agressor caracterizado
morfologicamente pela saida de liquidos e elementos do sangue, 0s leucécitos, para a regido
tecidual (Kumar et al. 2012). Quando ocorre lesdo, seja ela causada por fatores intrinsecos,
extrinsecos ou até mesmo qualquer outro fenbmeno, os tecidos lesados liberam vaérias
substancias que provocam importantes alteracGes secundarias no sistema, todas essas

alteracdes teciduais sdo conhecidas como inflamacdo (Gomes et al. 2010). No processo

inflamatorio ocorre dilatacdo dos vasos sanguineos por conta do excesso do fluxo local,
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aumento da permeabilidade dos capilares, com extravasamento de grande quantidade de
liquidos para os espacos intersticiais que podem acontecer pela coagulacdo nesses espagos,
devido as quantidades excessivas de fibrinogénio e outras proteinas que vazam dos capilares,
ocorrendo migracao de grande numero de granulécitos e mondcitos para o tecido, o que leva a
intumescéncia das células (Gomes et al. 2010).

Classicamente, a inflamacéo se divide em trés etapas, processos inflamatérios agudos,
resposta imune e processos inflamatdrios cronicos (Vinay et al. 2015), nesse contexto ha
infiltracdo de leucdcitos, liberacdo de enzimas (proteases) e formacdo de radicais livres de
oxigénio na regido inflamada (He et al. 2005; Colombo et al. 2015).

Por estar presente em tecidos conjuntivos e no sangue, 0s macréfagos sédo importantes
na regulacdo da resposta imune, considerando que sdo as primeiras células a perceber a
presenca de agentes invasores. No sistema imunolédgico possui a fungdo de detectar e
fagocitar microrganismos invasores, células mortas e varios tipos de residuos (Bell6 et al.
2015).

Os macréfagos sdo células presentes em varias secregdes, e sdo as principais células
envolvidas na protecdo para infecgdes, principalmente as bacterianas. A literatura cientifica
relata eliminagdo de bactérias por fagécitos, sendo sua atividade microbicida estimulada na
presenca de agentes imunomoduladores (Goldblum e Goldman 1994; Honorio-Franga et
al.1997; Mccord 2000; Franca et al. 2009).

Considerando que o colostro é uma secrecdo que contém componentes
imunologicamente ativos, células imunocompetentes como os macrofagos, estudos tém
mostrado que o colostro e o leite humano contém componentes solUveis e celulares com

atividade anti-infecciosa para varios micro-organismos (Honorio-Francga et al. 1997; Honorio-
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Franca et al. 2001; Franca-Botelho et al. 2006; Franca et al. 2010; Franca et al. 2011; Franca
etal. 2012).

Contido no sistema imunoldgico estdo as citocinas, sdo moléculas protéicas,
glicosiladas ou néo, que enviam diversos sinais estimulatorios, modulatérios ou mesmo
inibitorios para as diferentes células, como macréfagos, e tém funcéo de agir na propria célula
produtora, em células préximas ou via enddcrina, quando sua agdo € a distancia. Atuam em
concentragfes baixissimas e sua sintese habitualmente ocorre ap6s estimulacdo (Sommer e
White 2010; Zhang 2007; Cruvinel et al. 2010).

Na doenca celiaca, conhecida como Enteropatia sensivel ao glaten, ocorre a desordem
gastrintestinal autoimune, que aumenta a producao de linfocitos intra-epiteliais e potencializa
a resposta imunoldgica causando uma inflamacdo aguda (Guimaraes et al. 2013). J& para o
caso da Enterocolite Necrotizante (NEC), ha& relatos na literatura que, além do trato
gastrointestinal, outros érgdos sdo envolvidos (Meyer et al. 2006). No sistema digestério, a
inflamacdo € controlada por células T que reconhecem organismos estranhos ao corpo (Meyer
et al. 2006).

Isso ocorre devido a liberacdo de mediadores inflamatérios na corrente sanguinea,
como os produtos da peroxidacao lipidica, os quais podem levar a disfuncdo e faléncia de
varios 6rgdos, deterioracdo das funcbes cardiovascular, respiratéria, renal, hepética e
hematoldgica (Meyer et al. 2006).

A gravidade e o progndstico da (NEC) estdo correlacionados com o nimero de
sistemas envolvidos (Insuficiéncia respiratoria, diminuicdo da reperfusdo periferica e colapso
circulatério) (Meyer et al. 2006). Além do mais, os radicais livres derivados do oxigénio

desempenham um papel importante como imunomodulador e podem participar no
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desencadeamento da (NEC). Esses radicais lesam o tecido via peroxidacdo de lipideos
insaturados presentes na membrana mitocondrial e celular (Christiansen 2013; Souren 2013).

Neste contexto, existem alguns aminoacidos, como a glicina (Gly), que esta sendo
utilizada no tratamento de pacientes que sofrem de enterocolite, esquizofrenia, doenca celiaca
e processos inflamatorios, pois possui acdo citoprotetora, imunomoduladora e anti-
inflamatoria (Zhong et al. 1998; Evins 2000; Meyer et al. 2006; Maccole 2010; Guimaraes et
al. 2013a). Além do mais, a glicina em sido amplamente utilizada como suplemento funcional
usado na indudstria farmacéutica, dermatolégica e nutricional (Zhong et al. 1998; Maccole
2010).

No caso da glicina (Gly) o codigo genético tem a informacdo necessaria para sua
fabricacdo, atua na composicdo das proteinas e possui um sabor adocicado, atua como um
neurotransmissor na retina, medula espinhal e sistema nervoso central (SNC), importante para
que ocorra a diferenca de potencial na célula para favorecer o impulso nervoso e levar as
informacBes necessarias a diversas partes do corpo. E um aminoécido que pode ser disperso
em ambientes hidrofilicos e hidrofébicos (Furukawa et al. 2005).

Além disso, a Gly proporciona um efeito anti-inflamatério, imunomoduladores e
citoprotetores (Zhong et al. 1998; Guimaraes et al. 2013a; Razak et al. 2017). Nesse sentido, a
Gly desempenha um papel fundamental na melhoria da satde, beneficiando o crescimento e
bem-estar dos mamiferos, especialmente em humanos. Como ela é sintetizada pelo
organismo, é considerada ndo essencial. No entanto, alguns estudos mostram que quantidade
de Gly produzida in vivo é insuficiente para as atividades metabdlica normais em alguns

mamiferos, incluindo humanos (Wu 2010; Wang et al. 2013).

20



A falta ou deficiéncia na sintese de glicina no organismo, ou na suplementacéo pode
provocar alguns problemas de prostata, enfraquecimento do sistema imunoldgico, baixo nivel
de crescimento, problemas musculares e de demora na restauracdo dos tecidos (Sousa Sa
2010).

Deve-se considerar que alguns suplementos em certas doses conforme as necessidades
e recomendacdes nutricionais diérias, podem prevenir deficiéncias organicas e atuar como
agente farmacoldgico (Figueiredo et al. 2009). Esses nutrientes podem agir por eles mesmos
ou interagir com outros compostos bioativos (Figueiredo et al. 2009). Nesse sentido a glicina
é considerada imunonutriente. Estudos em modelos animais mostraram que a glicina atua
como moduladora da cascata inflamatoria sistémica (Figueiredo et al. 2009).

A ciéncia e a tecnologia em escala nanométrica comp&em atualmente um campo de
fronteira multi e interdisciplinares, conhecido como nanociéncia e nanotecnologia (Ferrari
2005). Em nanotecnologia a habilidade de trabalhar em nivel molecular, &omo por atomo,
para criar estruturas com organizacao controlada, tem levando ao entendimento e dominio
sem precedentes de propriedades fundamentais da matéria (Paz et al. 2012).

Como consequéncia, a nanociéncia e a nanotecnologia formam um campo de grandes
desafios cientificos e de inumeras aplicacGes tecnoldgicas (Azevedo 2002). Devido ao
advento da nanotecnologia, grandes avangos na ciéncia estdo sendo possiveis em diversas
areas, tais como: energia, salde, quimica entre outras, as quais vem abrindo uma ampla
possibilidade de aplicacOes (Ferrari 2005).

Muito embora haja esforcos sistematizados para o fomento e disseminacdo das
atividades em nanociéncias e nanotecnologia, ja ocorrem muitos estudos em varios paises ha

mais de 20 anos (Santos et al. 2013). Entretanto, é reconhecido pela comunidade cientifica e
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tecnoldgica internacionais, bem como pelos 6rgdos correspondentes de fomento a Ciéncia e
Tecnologia, que a nanociéncia esta ainda em sua infancia e podem ser consideradas como
emergentes (Azevedo 2002; Santos et al. 2013).

O desenvolvimento de nanomateriais para aplicacdes biomédicas tem sido um dos
principais topicos em nanotecnologia nos ultimos anos (Laurent et al. 2008; Khlebtsov and
Dykman 2011). Dada a variedade de processos biolégicos que ocorrem em escala
nanométrica, as propriedades fisico-quimicas desses nanomateriais 0s tornam excelentes
candidatos para aplicacGes biomédicas em nivel celular e sub-celular, fornecendo abordagens
revolucionérias para diagnostico, prevencdo e tratamento de uma ampla faixa de doencas (Paz
et al. 2102; Kreuter, 2014; Okur et al. 2016, Veloso et al. 2017). Avangos recentes na
tecnologia de coldides, fabricados a partir de composi¢6es quimicas diversificadas, que védo
desde semicondutores, metais, 0xidos metalicos, silica e polimeros, levaram a producdo de
nanoparticulas de alta qualidade, que impactaram no desenvolvimento de novos métodos
diagndsticos, abordagens de liberacdo de drogas e avancados agentes de imagem (Kreuter
2014; Smith e Gambhir 2017). No entanto, para tornar os sistemas coloidais altamente
sofisticados e biocompativeis, é geralmente necessaria uma engenharia de superficie
sofisticada.

Polimeros sdo moléculas naturais ou sintéticas, caracterizadas pela repeticdo multipla
de uma ou mais espécies de atomos ou grupos de atomos, ligados uns aos outros em
quantidades suficientes para fornecer um conjunto de propriedades, sdo versateis, podem ser
aplicados em diversas areas, como excipientes (sustancia farmacologicamente inativa usada
como veiculo para o principio ativo) em preparacfes para medicamentos (Villanova et al.

2010; Ozorio et al. 2015).

22



Polietilenoglicol (PEG) é um polimero hidrofilico, biodegradavel e biocompativel,
cuja denominagéo quimica é 1,2-di-hidroxipropano (Huang et al. 1999; Park e Kim 2004). Na
literatura, 0 PEG é um dos agentes de revestimento biocompativeis mais comuns (Laurent et
al. 2008). O PEG ndo é toxico, ndo é imunogénico, solivel em agua e j& aprovado pela Food
and Drug Administration dos EUA para alimentagdo e varios usos clinicos (U.S. Food and
Drug Adminstration, 2018).

O PEG tem atraido consideravel interesse em aplicacdes biomédicas em areas como
liberacdo controlada de biomoléculas, na cicatrizacdo de feridas, liberacdo de medicamentos e
plataformas para medicina regenerativa.

Os nanomateriais, quando tém suas superficies modificados com PEG (denominado
PEGilacdo) e administrados na corrente sanguinea, podem suprimir a adsor¢éo por opsonina e
a depuracdo subsequente pelo sistema fagocitario mononuclear, prolongando assim o tempo
de circulagdo e influenciando a farmacocinética e a biodistribuicdo dos sistemas de
administragdo de farmacos (Dorati et al. 2007; Kumari et al. 2010; Corréa et al. 2011; Hara et
al. 2013; Machado et al. 2015).

Embora seja amplamente utilizado para funcionalizar uma enorme diversidade de
materiais nanométricos, o préprio PEG como o principal componente na fabricacdo de
nanomateriais bioativos ainda ndo é extensivamente explorado (Qiu et al. 2013; Okur et al.
2016).

Assim, para tornar os nanocarreadores baseados em PEG mais eficiente, é importante
ndo somente determinar suas caracteristicas fisico-quimicas (como forma, tamanho e carga
superficial), mas também é obrigatorio avaliar e controlar tanto a eficiéncia da

nanoencapsulacdo da droga quanto o mecanismo de interacdo da droga com o molde

23



polimérico durante o carregamento. No entanto, a determinacdo desses pardmetros € um
enorme desafio, particularmente ao avaliar as informacdes em suspensfes coloidais com
baixa concentracdo de moléculas bioativas (Santos et al. 2011; Paz et al. 2012).

A espectroscopia Raman intensificada por superficie (SERS) tem emergido como uma
poderosa ferramenta analitica para detecgdo sensivel e seletiva de espécies adsorvidas na
vizinhanga de nanoestruturas de metais nobres, como prata e ouro, levando ao
desenvolvimento de espectroscopia Raman ultrassensivel (Zrimsek et al. 2013). De fato, o
efeito SERS tem sido amplamente utilizado para estudar a adsorcdo de Gly em superficies de
ouro e prata (Kang et al. 2013; Parameswari et al. 2016). Contudo, é do nosso conhecimento
que o efeito SERS tem sido pouco utilizado em pesquisa sobre a interacdo entre biomoléculas
adsorvidas por nanoparticulas poliméricas.

Com o objetivo de cobrir esta lacuna na literatura, o primeiro objetivo dessa tese é
sintetizar, caracterizar e avaliar a adsor¢do de Gly por nanoparticulas de PEG
(Gly@PEG/NPs) utilizando espectroscopia Raman e SERS. Para isso, o sistema complexo
PEG/NPs carregados com diferentes terrores de Gly (XGly@PEG/NPs) sera também
caracterizado por espalhamento dindmico de luz (DLS), potencial zeta, microscopia eletronica
de varredura (SEM), microscopia eletronica de transmissdo (TEM) e espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Além disso, a fim de verificar a
citotoxidade do sistema, o complexo xGly@PEG/NPs foi submetido a bioensaios por MTT
(brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difenil tetrazo6lio). Nesse experimento avaliou-se a
viabilidade celular durante a incubacéo de células RAW 264.7 (macrdfagos de camundongos)

quando submetidos a diferentes contetdos do complexo Gly@PEG/NPs e Gly pura.
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A segunda parte dessa tese tem como o objetivo de estudar o efeito funcional do
complexo Gly@PEG/NPs na atividade microbicida, fagocitica e de producdo de citocinas
pelo macréfago de colostro humano. Para isso, ensaios de viabilidade celular MTT e ensaios
de fagocitose e de producédo de citocinas estimuladas pela bactéria Escherichia coli (EPEC)

foram realizados.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho é preparar, caracterizar e testar material funcional a base de glicina

adsorvida em nanoparticulas de polietilenoglicol (NP-PEG/Gly) para aplicacdo

biotecnoldgica.

2.2 Objetivos Especificos

» Preparar e caracterizar 0 complexo Gly@PEG/NPs, quanto ao tamanho, carga superficial

adsorcéo de Gly e estabilidade;

» Avaliar a citotoxicidade do complexo Gly@PEG/NPs em células do sistema imunolégico;

» Avaliar o efeito do complexo Gly@PEG/NPs na atividade microbicida e fagocitica em

macrofago de colostro humano estimulados pela bactéria Escherichia coli (EPEC);

» Avaliar o efeito do complexo Gly@PEG/NPs na expressdo de citocinas em macrofago de

colostro humano estimulados pela bactéria Escherichia coli (EPEC).
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CAPITULO 3

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Conceito e pressupostos sobre Inflamacéo

A inflamacdo (do Latim inflammatio, atear fogo) ou processo inflamatério, € uma
reacao dos tecidos a um agente agressor (Kumar et al. 2012), as principais caracteristicas da
inflamacdo sdo: Dor, hiperalgesia (sensibilidade exagerada), eritema (rubor, vermelhiddo),
edema (acumulo anormal de liquido no compartimento extracelular) e limitacdo funcional
(perda das funcdes). Agentes inflamatorios promovem a sintese de moléculas sinalizadoras
gue induzem os mediadores inflamatdrios, resultando em saida de plasma e leucécitos dos
vasos, 0s quais estimulam o reparo dos danos produzidos pelas agressdes (Kumar et al. 2012).

As moléculas organicas e inorganicas e 0s &tomos que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres
(Halliwel 1994; Bianchi e Antunes 1999). Essa configuracéo faz dos radicais livres moléculas
altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas. A presenca dos
radicais é critica para a manutencdo de muitas funcBes fisioldgicas normais (Bianchi e
Antunes 1999; Pompella 1997). Algumas espécies de radicais livre ja descritos na literatura:
(*O2) Oxigénio singlete (02 Radical superdxido (OH") Radical hidroxila, (NO) Oxido nitrico

(ONOOQO") Peroxinitrito. Esses radicais livres podem ser gerados no citoplasma celular e ter
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como objetivo as proteinas, lipideos, carboidratos e DNA de acordo com o seu sitio de
atuacdo (Anderson 1996; Bianchi e Antunes 1999).

De acordo com a literatura, a geracdo de radicais livres tem sido considerada um
importante mecanismo de prote¢do durante os processos infecciosos (Franca et al. 2011a;
Franca et al. 2011b). Varias plantas, horménios e aminoéacidos como a glicina tém mostrado
capacidade de induzir a ativacdo do sistema imune com liberacdo de radicais livres,
conferindo protecdo para uma variedade de doencas como a inflamagdo (Villanova et al.
2010).

A inflamacéo tem uma historia antiga e rica, intimamente relacionada com historias
das guerras e feridas, por se tratar de um mecanismo de defesa natural do organismo a
qualquer agressao eventualmente sofrida. Sua intensidade mostra-se diretamente proporcional
ao tamanho do trauma sofrido. A resposta inflamatoéria costuma ser dividida em trés fases: a
inflamacéo aguda, a resposta imune e a inflamagdo cronica (Katsung 1998; Colombo et al.
2015). Ainda pode-se classificar a inflamacdo em dois tipos principais, conforme sua
velocidade de instalacdo: aguda e a cronica (Vinay et al. 2005). Esta classificagdo nédo diz
respeito a gravidade do processo, mas apenas, com a velocidade de instalagdo. Assim, podem
existir processos inflamatdrios agudos de baixo ou alto grau de gravidade, 0 mesmo ocorrendo

com a inflamagé&o crénica (Vinay et al. 2005; Colombo et al. 2015).

3.1.2 Inflamagdes Aguda

Inflamacdo aguda € aquela que se instala rapidamente, como por exemplo, ap6s um

acidente onde ocorre lesdo tecidual de forma subita. A inflamacdo aguda refere-se a resposta
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inicial & leséo tecidual, sendo mediada pela liberacdo de autacdides (substéncias produzidas
por células que agem em outros 6rgdos) e, em geral, precede o desenvolvimento da resposta
imune (Alle e Filho Alle 1992). A reacdo inflamatoria aguda caracteriza-se por uma série de
eventos inter-relacionados, entre os quais, 0 aumento no fluxo sanguineo, a permeabilidade
vascular na regido afetada, a exsudacdo de fluido (edema), a dor localizada, a migracdo e o
acumulo de leucdcitos inflamat6rios dos vasos sanguineos para dentro do tecido, a formacgéo

de tecido de granulacdo e reparo tecidual (Gomes-Leal 2002).

3.1.3 Resposta Imune

A resposta imune aparece quando as células imunologicamente competentes sdo
ativadas, resumo na tabela (3.1) reagindo a organismos estranhos ou substancias antigénicas,
liberadas durante a resposta inflamatoria aguda ou crénica. Por outro lado, o resultado pode
ser deletério, se resultar em uma inflamacdo cronica sem reparacdo (Katsung 1998). Este
processo pode se prolongar em um mecanismo de retroalimentagcdo extremamente danoso ao
organismo.

A sindrome de resposta inflamatdria sisttmica é um complexo de resposta do
hospedeiro a uma variedade de insultos clinicos, geralmente levando a uma patologia grave

(Katsung 1998). Resumidamente resposta imunoldgica:

Tabela 3.1; Resposta imunologica primaria e secundaria

Primaria: 1° contato Secundéria: 2° contato
Ativa: Recebe antigenos ‘ Passiva: Recebe produtos da resposta imune
Inata: Resposta primaria Adaptativa: Diferentes formas de reacéo

Humoral: Linfécito B ‘ Celular: Linfécito T
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3.1.4 Inflamacéo Crbnica

Inflamagdo cronica se instala de forma lenta e insidiosa, como nas doengas
reumatoldgicas tais como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico. A inflamacéo
cronica pode se instalar dentro de semanas ou meses, e € caracterizada por inflamag&o ativa
(infiltrado de células mononucleares), com destruicdo tecidual e tentativa de reparar os danos
da cicatrizacdo (Robbins et al. 2010). Pode ser a continuacdo de uma reagdo aguda, mas,
muitas vezes ocorre como uma reagdo pouco intensa e, frequentemente, assintomatica. Os
macrofagos ativados secretam varios mediadores da inflamac&o, os quais, se ndo controlados,
podem levar a destruicdo tecidual e fibrose, caracteristicas desse tipo de inflamacdo (Robbins
et al. 2010).

A inflamacdo crénica envolve a liberacdo de diversos mediadores que ndo séo
proeminentes na resposta aguda. Em um processo inflamatorio a regido atingida fica
avermelhada e quente. Isso ocorre devido a um aumento do fluxo de sangue e demais liquidos
corporais migrados para o local (Assumpgdo et al. 1999; Colombo et al. 2015). Na area
inflamada também ocorre o acimulo de células provenientes do sistema imunolégico
(leucdcitos, macrofagos e linfocitos), com dor localizada mediada por mediadores quimicos
produzidas pelo organismo (Assumpcao et al. 1999).

No processo, 0s leucdcitos destroem o tecido danificado e enviam sinais aos
macrofagos, que ingerem e digerem os antigenos e o tecido morto. Em algumas doengas esse
processo pode apresentar carater destrutivo. A inflamacdo pode também ser considerada

como parte do sistema imunitario, o chamado sistema imune inato, assim denominado por sua
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capacidade para deflagrar uma resposta ndo especifica contra padrGes de agressdo
previamente e geneticamente definidos pelo organismo agredido (Scheppach 1996).

Esta definicdo se contrapde a da imunidade adquirida, ou seja, aquela onde o sistema
imune identifica agentes agressores especificos segundo seu potencial antigénico. Nesse
ultimo caso, 0 organismo precisa entrar em contato com o agressor, identifica-lo como
estranho e potencialmente nocivo e a partir de entéo produzir uma resposta (Scheppach 1996).

Evidéncias de estudos epidemioldgicos e experimentais sugerem que o estado de
inflamacéo crénica de baixo grau presente na obesidade tem sua origem na relagdo existente
entre o tecido adiposo e o sistema imunoldgico (Fujimori et al. 2015). No diabete esta
inflamacdo também tem associado a varias disfungdes metabdlicas e imunoldgicas, que
contribuem para o aumento na incidéncia e severidade de doencas infecciosas. A inflamacéo é
regulada no local e via sistémica por varios sinais bioquimicos e hormonais (Honorio-Francga
et al. 1996).

Os mediadores quimicos envolvidos na fisiopatologia da inflamacdo modulam o

balango da resposta imune, no caso as citocinas (Sommer 2010).

3.1.4.1 Colostro Humano

O leite humano nédo € somente importante para a nutricdo, é também importante para a
defesa imunolégica de neonatos. Possui um equilibrio adequado de nutrientes, fornecendo de
forma altamente biodisponivel e digerivel uma variedade desses nutrientes. O colostro, a
primeira secrecdo lactea, contém os nutrientes necessarios para o crescimento de lactentes e

fornece quantidades adequadas em lipidios, carboidratos, proteinas, horménios, aminoacidos

31



e células imunocompetentes tais como linfdcitos T e B, macrofagos, neutrofilos e eosinofilos,
responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e sua eliminacdo do organismo. Na maioria
das espécies, os leucdcitos (entre eles os macrdfagos) sdo as células predominantes,
constituindo assim, primeira barreira imunolégica contra patdgenos que se comunicam por

meio das citocinas (Honorio-Franca et al. 2013).

3.1.5 Citocinas

Citocinas € um termo genericamente utilizado para designar um extenso grupo de
moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as celulas durante o desencadeamento das
respostas imunes. Constituem um grupo de fatores extracelulares que podem ser produzidos
por diversas celulas, como mondcitos, macréfagos, linfocitos, entre outras (Sommer 2010).
As citocinas sdo polipeptidios ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis, variando entre
8 e 30 kDa, sdo produzidas por diversos tipos de células no local da lesdo (inflamacéo) e por
células do sistema imunoldgico por meio da ativacdo de proteinoquinases por uma substancia
que estimula a proliferacdo celular e podem induzir mitose em macrofagos ao ligar-se a
glicoproteinas da membrana destas células (Sommer 2010; Oliveira et al. 2011; Guimaraes et
al. 2017).

A producdo de citocinas € um evento breve e autolimitado, uma vez sintetizadas pela
transcricdo de genes codificados por RNA mensageiros, sdo rapidamente secretadas, quando
necessarias (Abbas 2005). As razdes que determinam a secrecdo de determinado padrdo de
citocinas frente ao estimulo ainda ndo estdo bem esclarecidas. As principais fontes de

citocinas sdo: APC (células apresentadoras de antigenos), células endoteliais e epiteliais,
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linfocitos T, estroma da medula dssea, leucdcitos, fibroblastos, queratindcitos, plaquetas e
macrofagos.

Enfim, tanto células linfoides quanto n&o linfoides (Ciprandi et al. 2005). As citocinas
sdo formadas em cascata, de modo que uma citocina estimula suas células-alvo a produzir
mais citocinas (ver Fig 3.1) (Zhang 2007; Oliveira et al. 2011). Nesse processo, essas
substancias se ligam a receptores especificos, ativando mensageiros intracelulares que
regulam os processos de transcricdo genética. Dessa forma, as citocinas influenciam na
diferenciacdo, proliferacdo e na sobrevida da célula do sistema de defesa, também regulam a
producdo e a atividade de outras citocinas, que podem aumentar ou atenuar a resposta
inflamatoria (Zhang 2007; Guimard&es et al. 2017).

Diferentemente dos horménios cléssicos, as citocinas ndo sdo armazenadas como
moléculas pré-formadas (Lin et al. 2000; Sommer 2010). Atuam especialmente em células
vizinhas e nas préprias células produtoras (Oliveira et al. 2011). Uma Unica citocina pode agir
em diversos tipos de células, fenbmeno denominado pleiotropia. As citocinas sdo redundantes
em suas atividades, ou seja, acdes semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes

citocinas (Oliveira et al. 2011; Guimar&es et al. 2017).
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Fig. 3.1 — Representagdo esquematica da produgdo de citocinas pelo sistema imunologico
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Cada citocina tem uma funcdo especifica, a maioria delas estd envolvida na ativagao
ou supressdo do sistema imunoldgico na inducdo de divisdo de outras células, também
possuem funcdo na memoria e sdo usadas como medicamento atuando em concentracdes
baixas, costumeiramente sua sintese ocorre apds estimulacdo por toda substancia que ao
entrar em um organismo que seja capaz de se ligar a anticorpos ou a receptor de célula B
(Curfs et al. 1997; Zhang 2007).

As diferentes citocinas podem ser enquadradas em diversas categorias: interferons
(IFN-), interleucinas (IL), fator estimulador de col6nias (CSF), fator de necrose tumoral
(TNF-oe TNF-B), e fator de transformagdo de crescimento (TGF-B) (Sommer 2010;
Guimardaes et al. 2017). Algumas citocinas podem ter a¢bes pro-inflamatérias (Thl- T helper
cell 1) ou anti-inflamatorias (Th2 - T helper cell 2), de acordo com o microambiente no qual
estdo localizadas. Dentre as consideradas pro-inflamatdrias, temos as interleucinas (IL) 1, 2,
6, 7 e FNT (fator de necrose tumoral). As anti-inflamatérias sdo I1L-4, IL-10, IL-13 ¢ FTCP
(fator transformador de crescimento ) (Curfs et al. 1997; Sommer 2010; Oliveira et al. 2011;
Leal et al. 2018). Em nosso trabalho avaliamos algumas delas, conforme descrito a seguir.

Resumidamente:

IL-2 Pro-inflamatoria, contribui para a geracdo e a propagacdo de respostas imunoldgicas
especificas do antigeno (Protti et al. 2013)

IL-6  Pro-inflamatéria, promove maturacdo e ativagdo de  macrofagos,
diferenciagdo/manutencéo de linfocitos-T citotoxicos e células natural killer (NK) (Paz-Filho

et al. 2012)
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IL-12 Pré-inflamatoria, estimula producdo de IFN-y, TNF e diminui a produgdo de IL-4 e
IL-10, atua na diferenciagdo em linfocito T auxiliar tipo 1 e aumenta a atividade dos linfdcitos
T citotoxicos e NK (Gomes et al. 2014)

IL-17 Pro-inflamatéria, sdo produzidas por Linfdcitos T auxiliar tipo 17 e estimula a
producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-6) (Lin et al. 2018)

TNF-a Pré-inflamatoria, atua como pro-inflamatdria capaz de provocar a morte de células
(apoptose) tumorais, com uma vasta gama de agles pro-inflamatorias, é secretado
principalmente por macrdéfagos, no caso de mau funcionamento pode causar inflamaces
dolorosas, choque septico, febre e citotoxicidade (Lin et al. 2018).

IL-1p Pré-inflamatoria, sdo moléculas proteicas, glicosiladas ou ndo, que enviam diversos
sinais estimulatérios, modulatérios ou mesmo inibitérios para as diferentes células do sistema
imune, possuem funcdo na propria célula produtora, em células proximas e a distancia. Atua
na producdo de inflamacdo sistémica através da ativacdo da ciclooxigenase-2 (Gazzani e
Grusak 2012).

IFN-y Pro-inflamatoria, é produzido por linfdcitos T e células NK quando estimulados por
IL-12 ou IL-18, responsavel por ativar macréfagos, regula a resposta inflamatoria,
potencializa outros interferons e modula a atividade dos linfocitos B, sdo mediadores da
imunidade inata e da inflamacéao (Oliveira et al. 2011)

IL-4 Anti-inflamatoria, produzida por linfécitos-T-CD4, trata-se de uma glicoproteina que
tem na sua proliferacdo e diferenciacdo um importante papel em processos inflamatérios das

vias aéreas, pois estimula sintese de Imunoglobulinas (Oliveira Junior et al. 2016).
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IL-10 Anti-inflamatoria, inibe as citocinas pro-inflamatdrias, principalmente FNT, IL-1 e
IL-6, sdo produzidas por macréfagos. Possuem caracteristicas regulatorias e auto regulatorias,
sendo estimulada a produzir mais IL-10 (Houschyar et al. 2016)

IL-8 Quimiotatica, por apresentar locomocao orientada e unidirecional ao longo de um
gradiente quimico, causado pela diferenca de concentracdo de determinadas substancias
denominadas quimiotratores ou agentes quimiotaticos, que podem ser liberadas por tecidos
lesados, geradas por sistemas enzimaticos presentes no plasma, formadas durante reacdes

imunes ou liberadas por microrganismos (Cruvinel et al. 2010)

3.2 Aminoécidos

Aminoécidos sdo compostos quaternarios de carbono (C), hidrogénio (H), oxigénio
(O) e nitrogénio (N) as vezes contém enxofre (S), como a cisteina. A estrutura geral dos
aminoacidos envolve um grupo amina € um grupo carboxilo, ambos ligados ao carbono a. O
carbono a também € ligado a um hidrogénio e a uma cadeia lateral, que é representada pela
letra R. O grupo R determina a identidade de um aminoéacido especifico (Hitchcock et al.
2006).

Os aminoacidos sdo classificados em polares, ndo polares e neutros, dependendo da
natureza da cadeia lateral existem 20 aminoacidos principais, sendo denominados
aminoacidos primarios ou padrdo, mas, além desses, existem alguns aminoacidos especiais,

que s6 aparecem em alguns tipos de proteinas (Pires et al. 2006).
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Desses 20, nove sdo ditos essenciais: isoleucina, leucina, valina, fenilalanina,
metionina, treonina, triptofano, lisina e histidina. O organismo humano ndo é capaz de
produzi-los, e por isso é necessaria a sua ingestdo através dos alimentos para evitar a sua
deficiéncia no organismo (Pires et al. 2006). Os amino&cidos sdo moléculas anféteras, ou seja,
podem se comportar como acido ou como base, liberando respectivamente nesta ordem (H)
ou (OH") em uma reacdo quimica (Pérez e Labanda 2013)

Para que as células possam produzir suas proteinas, elas precisam de aminoécidos, que
podem ser obtidos a partir da alimentacdo ou serem produzidos pelo préprio organismo. Os
aminoacidos podem ser classificados quanto ao radical e quanto ao seu destino, neste caso, a

glicina pode ser considerada um suplemento nutricional (Tassinari et al. 2017).

3.2.1 Glicina

Em 1965, Aprison e Werman descobriram que a concentracdo da glicina na medula
espinhal era bastante elevada. Associando este fato ao publicado alguns anos antes por Curtis
e Watkins, que mostraram a aplicacdo de glicina em neurénios da medula espinhal, onde se
originava uma inibicdo da transmissdo sinaptica, a transmissdo € geralmente quimica, e 0
impulso no axdnio pré-sindptico causa liberacdo de um neurotransmissor na terminacao pré-
sinaptica. Este mediador quimico é liberado na fenda sindptica e se liga a receptores
especificos na célula pds-sinaptica. Em algumas sinapses, a transmissdo é puramente elétrica e
em outras € elétrica-quimica (Curtis e Watkins 1960), comecgaram a surgir indicios de que a

glicina poderia ter um importante papel como neurotransmissor.
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A glicina pode participar em diversos processos metabolicos e é sintetizada a partir da
glucose, apesar do seu precursor imediato ser a serina (ver Fig. 3.2) (Siegel et al. 1989). Por
sua acdo nos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), glicina tem uma acéo excitatdria. No
entanto, quando atuando em receptores especificos de glicina, tais como sdo vistos na medula,

a glicina tem efeito inibitdrio. Estes receptores aumentam a condutancia de cloro.

(i?HEOH I'|-IH3
_h._

Li;H—NHg - L|?Hz

COOH COOH

Serina Glicina

Figura 3.2- Biossintese da glicina a partir da serina pela enzima serina-hidroxi-metil-transferase, ambas as
férmulas estruturais (serina e glicina) representam o estado de ionizagcdo que predomina a pH 7. A fracdo
selecionada (rosa) identifica o grupo R caracteristico de cada um dos aminodacidos, enquanto que a restante
estrutura é comum a todos eles, adaptado (Nelson e Cox 2000).

A glicina € um aminoacido simples, presente em varios alimentos, ndo essencial,
formado por uma molécula de carbono ligada a um grupo amino e a um grupo carboxil, com a
formula molecular C2HsNO2 e massa molar de: 75,07 g/mol e solubilidade de 225¢/L (Davis
et al. 1993; Davis et al. 1994; Zhong et al. 1998; Reeds et al. 2007).

A dose descrita de glicina a ser utilizada para prevencdo da lesdo causada por
isquemia e reperfusdo intestinal é de 0,5 a 3 mg por grama de peso corporal (Davis et al.
1993; Zhong et al. 1998; Lee et al. 2001; Zhong et al. 2003), sua fungdo na medula espinhal é
mediada por interneurdnios inibitorios chamados de células de Renshaw. Estas células sdo
ativadas por motoneurdnios colaterais e inibem sua ativacdo e, sdo importantes porque
limitam a ativacdo dos motoneurdnios permitindo o relaxamento muscular (Lee et al. 2001;

Zhong et al. 2003).
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3.2.2 Mecanismos de ac¢éo da Glicina

Ela tem efeito anti-inflamatério, imunomodulador e citoprotetor, protege contra o
choque causado tanto por hemorragia como por endotoxinas (Zhong et al. 1998), previne a
lesdo por isquemia de reperfusdo (retorno do sangue aos 6rgaos e locais privados dele) em
uma variedade de drgdos e em tecidos como figado, rim, coracdo, intestino e musculo
esquelético; e diminui a lesdo renal e hepética causada por drogas (Zhong et al. 1998; Zhong
et al. 2003).

O mecanismo proposto para a atuacdo da glicina € pela supressdo da sinalizacdo do
calcio, pois a membrana plasmatica ativa o canal de cloro que estabiliza ou hiperpolariza o
potencial da membrana, e como consequéncia bloqueia a entrada de célcio intracelular que
iria estimular o efeito cascata de producdo de citocinas, causando inibicdo das células que
ativam o processo inflamatdrio, muito provavelmente bloqueando a ativacdo de NF-KB (Fator
nuclear kappa Beta) e TNF-a (Fator de necrose tumoral Alfa) (Zhong et al. 2003), levando a
diminuicdo de radicais livres e outros mediadores (Mauriz et al. 2001).

A dose descrida de glicina usada para a prevencdo de lesdes é de 0,5 a 3 mg por
quilograma de peso corporal (Davis et al. 1993; Davis et al.1994; Zhong et al. 1998).

Na literatura também tem relatado os efeitos da glicina na enterocolite necrotizante
ECN (Chinen et al. 2010), uma doenca inflamatoria intestinal que atinge recém-nascidos
prematuros (Lee et al. 2002). Sabe-se que no colostro contém glicina e ela atua como agente
anti-inflamatorio, podendo ser uma alternativa para terapéuticas em processos infecciosos
e/ou inflamatorios (Fagundes et al. 2012). E provavel que a glicina presente na secrecio

(Colostro) seja um importante mecanismo de protecdo para inflamacGes gastrointestinais.
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A sintese de proteinas acontece somente nos ribossomos, no interior da célula. No
entanto, centenas de tipos diferentes de proteinas possuem func6es no meio extracelular como
anticorpos, hormonios, enzimas e proteinas estruturais. As proteinas secretadas séo
sintetizadas no interior da célula e chegam no ambiente extracelular por meio de uma vesicula
de transporte e de secrecdo. A sintese e secrecdo celular desempenham papel fundamental em
mecanismos como: moléculas essenciais para a defesa (citocinas) sdo sintetizadas e secretadas
por diferentes células deste sistema (Houschyar et al. 2016; Oliveira Janior et al. 2016).

Estudos em modelos animais mostraram que a glicina atua como moduladora da
cascata inflamatéria sistémica (Figueiredo et al. 2009). Contudo, a dieta pode ser importante
na salde humana e na etiopatogenia de varias doencas, nesse sentido, a glicina é considerada
um imunonutriente (Leandro et al. 2006).

Além do valor nutricional os alimentos sdo considerados também por os seus efeitos
potenciais na prevencdo e/ou protecdo contra doengas cronicas graves, sindrome metabolica, e
processos inflamatdrios (Gazzani e Grusak 2012).

A glicina é um aminoacido que exibe importantes atividades bioldgicas, melhora a
microcirculacdo e auxilia na inibicdo de Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ interleucina-
1 beta (IL-1pB) (Figueiredo et al. 2009; Hartog et al. 2007).

Estudos em suinos, mostraram que os efeitos benéficos de alguns imunonutrientes
podem proteger os tecidos de inflamacdo e lesdo por agentes enddgenos e exdgenos por
exemplo, peréxido de hidrogénio e lipopolissacarideos (LPS) pode resultar, em parte, a partir
da sua acdo na regulacdo do metabolismo de aminoacidos nas células para favorecer a sintese
de glutationa (um antioxidante importante de baixo peso molecular) a partir de cisteina,

glicina e glutamato (Wang et al. 2015).
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Estudos em ratos mostraram que o tetra-peptideo leucina-glutamina-glicina-valina-f3
(LQGV) relacionado a cadeia de gonadotrofina coridnica humana reduz hemorragia e
sindrome da resposta inflamatdria sistémica induzida por (LPS), contudo, seus mecanismos
de acdo ainda ndo sdo totalmente compreendidos (Zee et al. 2010). Por meio da combinagéo
in vivo, in vitro, ex vivo demonstrou-se que LQGV estimula ativamente a produgdo de
corticosterona em ratos e assim suprime a inflamacéo in vivo (Zee et al. 2010).

A glicina ja demonstrou sua capacidade de proteger o intestino contra a lesdo causada
por isquemia e reperfusdo em modelos de oclusdo mesentérica e em transplantes de intestino
(Mangino et al. 1996; Zhong et al. 2003). Ela é considerada um agente anti-inflamatdrio,
imunomodulador e com funcéo citoprotetora direta (Lee et al. 2002; Zhong et al. 2003), em
experimento com animais em que se provocou oclusdo da artéria mesentérica, demonstrou-se
que a infusdo mesentérica local de glicina aumentou o contetdo proteico e 0 DNA da mucosa,
diminuiu a atividade da mieloperoxidase intestinal, e manteve a atividade da glutaminase na
mucosa (Kallakuri et al. 2003).

Outros dois estudos, também com um modelo de isquemia e reperfusdo intestinal em
ratos, demonstrou o efeito protetor da glicina, usada em infusdo intravenosa sistémica, ao
diminuir a apoptose celular (Jacob et al. 2003) e preservar a integridade e contratilidade da
parede intestinal (Kallakuri et al. 2003).

A glicina é facilmente administrada por meio de suplementacdo e infusdes
intravenosas de manutencdo basal do metabolismo ou como componente de solucGes de
nutricdo parenteral total, pode também ser utilizada por via oral, tendo sido observada uma

excelente resposta nos diferentes estudos realizados (Zhong et al. 1998; Jacob et al. 2003).
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3.3 Polimeros

Polimeros sdo moléculas naturais ou sintéticas, caracterizadas pela repeticdo multipla
de uma ou mais espécies de atomos ou grupos de atomos, ligados uns aos outros em
quantidades suficientes para fornecer um conjunto de propriedades (Andrade 2002). Sao
versateis, podem ser aplicados em diversas areas e sdo empregados como excipientes de

preparacdes medicamentosas (Villanova et al. 2010).

3.3.1 Polimerizacéao

Os polimeros naturais sdo aqueles que ja existem normalmente na natureza, enquanto
que os sintéticos sdo compostos organicos produzidos por reacdo de polimerizacdo de
moléculas simples. S&o obtidos pela unido de mondémeros a molécula em crescimento, uma de
cada vez. A sua producdo é feita de modo a se formarem longas cadeias organicas (Salvador

2000).

Mondémero Calor e Pressio .
Polimero

CH2 =CHp*n ::> = CH2 -CHy T+

Etileno

Fig. 3.3 — Formacdo do polimero sintético (Salvador 2000)

3.3.2 Propriedades e caracteristicas do PEG 6000

Em tamanhos abaixo de 100.000 Da, o PEG é considerado anfifilico e sdo solUveis em

agua assim como em muitos solventes organicos, incluindo cloreto de metileno, etanol,
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tolueno, acetona e cloroférmio (Chen et al. 2011). Isto permite a montagem de PEG na
superficie dos ions usando uma variedade de mecanismos quimicos que requerem o uso de
solventes, seja aquoso ou organico (Chiou e Riegelman 1971; Ford 1986). Estes materiais
estdo disponiveis numa vasta gama de peso molecular que variam de liquidos & temperatura
ambiente (PEG200-600), semissélidos (PEG1500), sélidos semicristalinos (PEG3000-20.000)
resinosos e solidos para maior peso molecular > 100.000(Chiou e Riegelman 1971; Ford
1986).

Biocompatibilidade do PEG: Trata-se de um polimero linear, sintético e biocompativel
com o sistema bioldgico, que pode ser preparado com uma vasta gama de tamanhos e grupos
funcionais terminais (Mahato 2004; Chen et al. 2011). S&o moléculas neutras, hidrofilicas em
fluidos bioldgicos, os quais ajudam a melhorar o tempo de circulagdo no sangue e
dispersividade. Durante décadas variagdes deste polimero tém sido usado clinicamente como
excipientes em formulagOes farmacéuticas aprovados pela Food and Drug Administration

(FDA) (Fuertes e Abuchowski 1990).

3.3.3 Polietilenoglicol 6000 (PEG)

O Polietilenoglicol (PEG) consiste numa mistura de polimeros de formula quimica
geral H-OCH,-CH)-OH com uma massa molecular relativa média da ordem de 6000. Sua
férmula quimica é (C2HsO)n H.O (n = ndmero de unidades de Oxido de etileno que
correspondem a uma massa molecular de 6000 u.m.a. (Unidade de massa atdmica), ou seja,
cerca de 140) e massa: 76,10 g/mol descrito como sélido branco ou esbranquicado de
aparéncia cerosa ou parafinica. Muito solivel em agua, com intervalo de fusdo entre 55°C e

61°C, e indice de refracdo: [n]D?°: 1,431-1,433, temperatura de ignicdo 420°C, solubilidade
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em 4agua: 550 g/l, apresenta excelente versatilidade, sendo usado na &rea farmacéutica,
biomédica, alimentos, quimica, fisica e engenharia (Huang et al. 1999; Park e Kim 2004;

Chen et al. 2011).

@) _H
H @)

n

Figura 3.4- Estrutura quimica do polietilenoglicol (Salvador 2000)

3.3.4 Sistemas de entrega e Polietilenoglicol

H& uma importancia nos sistemas de liberacdo de principios ativos, pelo fato de que
dificilmente um farmaco administrado em um organismo consegue atingir um alvo especifico
em concentracdes adequadas para promover o efeito terapéutico necessario, isso se deve aos
obstaculos naturais de diversas naturezas como: anatdmicos, bioldgicos, bioquimicos, fisicos
e quimicos. Eles devem ser vencidos para se ter o efeito esperado. Uma parte em cada dez mil
de um farmaco, de uso injetavel, no modo intravenoso consegue alcancar seu alvo celular,
guando este se encontra em sitios mais profundos (Geraldo et al. 2013).

A nanotecnologia tem produtos e protocolos aplicados em diversas areas como: Saude,
odontolégica, farmacoldgica e biomédica, essa nova tecnologia é capaz transportar a droga até
0 6rgdo ou célula doente, administrando-a de forma gradual e controlada. Isso representa um
avanco em relacdo ao tratamento convencional (Herrera et al. 2017).

A evolugdo em tecnologia no desenvolvimento de métodos e produtos tecnoldgicos

permitem o uso de novas técnicas para a obtencdo de sistemas de liberacdo de farmacos. Séo
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capazes de regular a taxa de liberacdo dos farmacos, promover a duracdo sustentada da acdo
terapéutica, e/ou a vetorizacdo em um tecido especifico (Nandita e Sudip 2003).

Os sistemas de liberacdo modificada constituem mecanismos que ndo séo retardados
ou prolongados, € uma alternativa para regular a duracdo do efeito de agentes terapéuticos
(Qiu et al. 2013). Na liberacdo controlada, o farmaco é combinado com excipientes capazes
de modular a liberagdo, sendo os polimeros os mais utilizados na produgdo desses sistemas
(Hara et al. 2013; Guimaraes et al. 2013a).

Na farmacopeia brasileira se define forma farmacéutica de liberacdo prolongada como
aquela que permite a reducédo na frequéncia de administracdo (ANVISA 2010).

Devido a sua natureza hidrofilica, o polietilenoglicol (PEG) tem sido de grande
interesse para a entrega de varios compostos bioativos com valor terapéutico (Elvassore et al.
2001; Chen et al. 2011). A adicdo de farmacos na superficie das particulas de (PEG) podem
proteinas do plasma, e pode melhorar o transporte de drogas através do epitélio intestinal
(Calceti et al. 1990; Chen et al. 2011).

Nos ultimos anos houve uma grande inovacao tecnolégica na area de desenvolvimento
de produtos biofarmacéuticos (Fuertes e Abuchowski 1990), propuseram uma terapia
chamada de PEGlacdo, em que ha um acoplamento covalente de polietilenoglicol (PEG) as
cadeias de drogas, que por sua vez, aumenta o raio hidrodinamico de uma formulacédo
biofarmacéutica e protege a sua superficie em direcdo a periferia (Ruan e Feng 2003). Assim,
a estabilidade destes conjugados em relacdo a enzimas (proteases) é aumentada, sua

imunogenicidade é reduzida e sua excrecéo renal é desacelerada (Chen et al. 2011).
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Sistemas de liberacdo s6 sdo possiveis por meio de vetores que permitam este controle.
Dentre os vetores que apresentam esta funcdo, destacam-se as particulas, estas podem ser de
dois tipos: esferas ou capsulas (Ruan e Feng 2003). Nas cépsulas, o nucleo é composto pela
substancia ativa, apresenta ao seu redor um involucro da matriz utilizada na encapsulacéo. Por
outro lado, nas esferas o principio ativo encontra-se disperso, seja por retencdo ou adsorcao a
matriz (Abdelwahed et al. 2003).

PEG é candidato a formulacdo de nanoparticulas carreadoras de drogas, aminoacidos e
proteinas (Dorati et al. 2007). Estas particulas tém a capacidade de ndo serem reconhecidas
pelo sistema imunoldgico e podem circular por periodos de tempo longos no organismo,
aumentando sua vida util e eficiéncia terapéutica (Ruan e Feng 2003; Dorati et al. 2007).
Estas particulas poliméricas possuem a capacidade de adsorcdo a compostos organicos,
modificando ou melhorando fung@es bioldgicas (Scott et al. 2010).

O (PEG) tem sido amplamente aplicado nas areas biomédicas como carreadores por
ndo ser tdxico, ser sollvel em &gua e apresentar atividade anticoagulante (Chen et al. 2011).
Outro fator importante a ser considerado, é o fato de que o Polietilenoglicol foi aprovado para
consumo humano em aditivos alimentares pela ANVISA (portaria n® 912/MS/SVS - D.O.U.
18/11/98).

Considerando o papel distinto em relagdo as linhagens celulares, a glicina atua em
processos inflamatorios. As caracteristicas do PEG como um importante sistema de liberagéo
de componentes bioativos, é possivel prospectar que a adsorcdo deste aminoacido as
nanoparticulas de PEG possa modular as funcGes de células do sistema imunologico, e

melhorar 0s processos terapéuticos, potencializando interacbes entre os fatores
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imunomoduladores celulares na atividade anti-inflamatérias, na presenca de glicina adsorvida

em sistemas poliméricos como nanoparticulas de PEG.
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CAPITULO 4

MATERIAL e METODOS

Este capitulo descreve o processo de sintese do complexo Gly@PEG/NPs e sua
suspensdo em meio aquoso, bem como as técnicas e condi¢cbes empregadas na caracterizagdo

das amostras e nos ensaios biologicos.

4.1 Sintese e Preparacfes das Nanoparticulas de PEG (PEG/NPs)

As nanoparticulas de PEG (PEG/NPs) foram obtidas a partir de Polietilenoglicol 6000,
(Polietileno glicol 6000 Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) pH= 6.8 usando uma modificacdo do
método descrito (Scott et al. 2010; Fagundes et al. 2012; Hara et al. 2013; Guimardes et al.
2013a). A sintese foi realizada no laboratério de quimica da UnB, no Instituto de fisica.

O PEG 6000 (10 g) foi diluido em100 mL de tampéo fosfato salino (PBS) (0.016
molL-1) e incubado por 45 min a 45°C em banho-maria. Em seguida foi preparada uma
solucdo de sulfato de sodio a 2% em PBS e adicionado por gotejamento 100uL. Apés a
incubacdo, as solugdes de PEG foram diluidas 3:1 em PBS sob rigorosa agitacdo adicionando
100pL de sulfato de sodio (UltraTurrax IKA T25/Sonda de Ultrassom 10 minutos). Em
seguida foi realizado tratamento térmico por 30 minutos a 45°C (banho maria) para favorecer
a triagem em tamanho. Posteriormente o preparado foi centrifugado por 15 minutos a 15.000

rpm e lavado (2x); Diluido 10 vezes o (PEG+ sulfato de s6édio100uL 0,45 mM) em PBS para
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induzir termicamente a formacdo de nanoparticulas por 7 minutos a 97°C em banho-maria.
Posteriormente, a solugdo de glicina (Dindmica®Quimica Contemporanea Ltda), pH= 5,1 foi
ajustado para 6,4 e incubado volume a volume, na concentracdo de 10 molL-! junto a
nanoparticulas de PEG a 37°C por 30 minutos.

A fim de investigar o efeito do teor de Gly no complexo Gly@PEG/NPs, foram
preparadas trés solucdes de Gly em PBS nas seguintes concentracdes: 0,001, 0,1 e 1,0 molL™.
Sob agitacdo a 37°C por 30 minutos, as solugdes de Gly foram adicionadas na suspensédo
coloidal de PEG/NPs como preparada (volume-a-volume). As amostras resultantes foram
nomeadas xGly@PEG/ NP, com x = 1, 2 e 3 significando Gly em PBS a 0,001, 0,1 e 1,0
mol/L, respectivamente. Para investigar a reprodutibilidade do protocolo de sintese e a
estabilidade dos PEG/NPs, a sintese foi repetida 20 vezes e os resultados foram analisados
quanto ao diametro hidrodinamico e carga superficial por meio do espalhamento dinamico de

luz (DpLs) e potencial Zeta ().

4.1.1 Caracterizacao fisica dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs

O didmetro hidrodindmico (Dprs) e o0 potencial zeta (§) dos complexos
XGly@PEG/PEG foi avaliado em suspensdo coloidal, usando um sistema Zetasizer Nano-ZS
(Malvern Instruments, UK). O estudo da morfologia do sistema PEG/NPs foi avaliado usando
microscopia Optica de alta resolucdo por microscopia eletrénica de Varredura (MEV) e
microscopia eletronica de transmissdo (MET) (JEOL, modelo JSM-6610) a temperatura

ambiente.
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4.1.2 Caracterizagdo dos complexos PEG/NPs e GIy@PEG/NPs quanto as suas

propriedades fisico-quimicas.

- Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A caracterizacdo fisico-quimica dos complexos PEG/NPs e GIly@PEG/NPs e da Gly
pura foram realizados por meio da técnica de espectroscopia de Infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) utilizando um espectro de FTIR modelo Vertex 70 (Bruker).
Amostras foram maceradas com KBr seco e limpo, originando pastilhas de KBr. Os espectros
de infravermelho, foram obtidos na regido de 4000 — 400 cm™, com resolucdo de 2 cm™, via

analise média de 32 scans.

- Espectroscopia Raman normal e Espectroscopia Raman intensificada por superficie

(SERS)

O coloide de prata usado nos experimentos SERS foi preparado segundo a literatura
reduzindo AgNO3 com excesso de NazCeHsO7 (Lee e Meisel 1982). Em suma, o0 AgNOs foi
dissolvido em agua destilada (0,1 mg/mL). Em seguida, uma solu¢do aquosa de citrato de
sodio (10 mg/mL) foi adicionada sob vigorosa agitacdo. A solucdo foi mantida sob ebulicdo
por 15 min e resfriada pela adicdo da agua destilada. Este protocolo leva a coloides de prata
estaveis por varias semanas quando sdo mantidas a temperatura ambiente. Para estudos SERS,
25 pL da amostra xGly@PEG/NPs foi diluida em aliquotas de 25 pL coloide de prata.
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Espectros Raman foram imediatamente gravados. Para comparagdo, 25 pL do
XGly@PEG/NPs. A amostra de NPs foi diluida em 25 pL de &gua destilada para serem
medidas e Espectros SERS foram obtidos. Para investigar o efeito da interagdo entre as
nanoparticulas de prata e a molécula de Gly livre (ndo adsorvida em NP/PEG) foi preparada
uma solugdo 0,1 mol/L de Gly livre em agua destilada. Entdo, 25 pL da solugdo de Gly livre
foi diluida em 25 pL de coloide de prata e espectros SERS foram obtidos. Adicionalmente, 25
puL de solucdo Gly livre foram diluidos em 25 pL de agua destilada para medices de
espectros de Raman normal. O laser foi focado nas amostras usando um microscopio
OLYMPYS com uma objetiva 50 X (Objetiva N.A 0.75). A luz espalhada era coletada na
configuracdo de retroespalhamento e analisados em um espectrometro triplo (Jobin Yvon
Modelo T64000) equipado com um detector CCD. Foi utilizado um laser de argbnio na linha

de 532 nm para iluminar a amostra com uma poténcia optica de 20 m\W.

4.2 - Ensaios Bioldgicos

4.2.2 Cultura de células

4.2.2a Obtencéao de células da linhagem RAW 264.7 (Macro6fagos)

A linhagem celular utilizada foi de camundongo RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™),

ATCC® Number: TIB-71™, Organism: Mus musculus, mouse. Tissue: Abelson Murine

Leukemia Virus-Induced Tumor; Ascites Cell Type: Macrophage Disease: Abelson Murine

Leukemia Virus-Induced Tumor. Product Format: frozen. As células sdo crescidas em
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garrafas de poliestireno T75, com meio de cultura DMEM suplementado com 10% soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibiotico (PEN/STREP). O meio de cultura da garrafa foi trocada a
cada 24 horas (adicionar 10 mL de meio suplementado). Até a cultura atingir 80% de
confluéncia, descartartou-se o meio e adicionar 3 mL de meio suplementado. As células foram
retiradas da garrafa com a ajuda de um scraper e determinado o numero de células e a

viabilidade celular utilizando cdmara de Neubauer e solugéo de azul de tripan.

4.2.2b Obtencao de amostras (Macro6fagos do colostro humano)

Amostras contendo 15 ml de colostro foram coletados de mulheres clinicamente
saudaveis com idades entre 18 e 30 anos, todas cadastradas no sistema de saude de Barra do
Garcas, Mato Grosso, Brasil, mediante autorizagdo e consentimento por escrito, totalizando
um sujeito amostral de N = 18. Todas as maes tinham dado a luz a neonatos saudaveis.
Amostras de colostro foram coletadas em tubos de plastico estéril entre 48 e 72 horas pés-
parto. Todos os procedimentos foram submetidos ao comité de ética para avaliacdo e

receberam aprovacdo, autorizacdo do comité de ética em anexo.

4.2.2¢ Separacdo das Células (macro6fagos) do Colostro humano

Apos a coleta em tubos de plastico estéreis de cada doadora, as amostras foram
centrifugadas a (160xg, 4°C) por 10 minutos, onde separou-se 0 colostro em trés fases
distintas: uma lamina celular, uma fase aquosa intermédia e um sobrenadante contendo
gordura (descartado), tal como descrito por (Hondrio- Franca et al. 1997). As células foram
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separadas por um gradiente de concentracdo, Ficoll-Paque (Pharmacia, Upsala, Suécia),
produzindo preparacfes com 48% de células mononucleares puras analisadas por microscopia
Optica e citometria de fluxo. Os macréfagos purificados foram ressuspensos em solugdo de

PBS isento de soro a uma concentracéo final de 2x10° células L.

4.2.3 Anélise in vitro da citotoxicidade dos complexos Gly, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs

Para determinar a viabilidade celular ap6s 24 h de incubagdo com Gly (0,001 — 1
molL™), PEG/NPs (0,016 mmol/L) e xGly@PEG/NPs (x = 0,001 — 1 mol/L), foi utilizado o
método de avaliacdo colorimétrica de brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-
tetrazolio (MTT), descrita por (Mosmann et al. 1983). Resumidamente, Células em placa de
96 pogos (2 x 10* células/pogo) foram semeadas durante 24 h, a 37°C, em 5% CO, e 80% de
umidade. Ap6s 24 h de tratamento, 0 meio foi retirado e 150 mL de solugdo de MTT (0,5
mg/mL em meio DMEM suplementado). A solucdo contendo MTT foi removida apds duas
horas. Adicionou-se 100 uL de DMSO ao meio celular e mediu-se a densidade dptica de cada
poco utilizando-se a linha 595 nm com um espectrofotometro conjugado com um leitor de

microplacas (Bio-rad, Hercules-CA, EUA).

4.2.4 Obtencédo da Espécie Escherichia coli
A Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) foi isolada das fezes de uma crianga com
diarreia (sorotipo 0111:H", LA *, eae*, EAF", bfp®). Este material foi preparado e ajustado

para 107 bactéria mL™, como descrito por (Honorio-Franca et al. 1997).
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4.2.5 Estudos de Imunomodulacdo e quantificacdo de citocinas expressas por
macrofagos do colostro humano quando tratadas com Gly pura e com 0s complexos

PEG/NPs e Gly@PEG/NPs

Para os ensaios bioldgicos com os imunomoduladores foram utilizadas linhagens
celulares marcadas com CD-14, marcador de fluorescéncia. A linhagem foi cultivada de
acordo com (Franca et al. 2016). Resumidamente: a modulacdo dos fagdcitos do colostro por
glicina, nanoparticulas de polietilenoglicol e GIly@PEG/NPs. Os fagdcitos (2 x108 cels/ml)
serdo incubados por uma hora a 37°C. Em seguida foram realizados os ensaios de viabilidade
celular, liberacdo do anion superdxido, de liberacdo de célcio intracelular e fagocitose e
atividade microbicida.

As avaliagOes foram realizadas no Citdmetro de Fluxo (FACSCalibur) equipado com
o laser de ion arg6nio (488nm), detectores de dispersdo para tamanho (FSC — forward scatter)
e complexidade interna (SSC — side scatter) e detectores de emissdo de fluorescéncia FL1
(515-545 nm), FL2 (564-606 nm) e FL.3 (670 nm).

Quantificacdo das Citocinas: As concentragdes de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL — 8,
IL-10, IL — 12, IL - 17 TNF, IFN-y e IL-1pB) foram avaliadas pelo Kit “Cytometric Bead
Array” (CBA, BD Bioscience, USA). As analises destas citocinas serdo realizadas atraves de
citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience, USA). Os dados foram analisados através
do software FCAP Array (BD Bioscience, USA). O Kit BD Cytometric Bead Array (CBA)
que permite em um Unico teste a determinacao simultanea de varias citocinas em uma mesma
amostra usado nesse estudo para a quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL — 8, IL-10,
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IL—12, IL - 17 TNF, IFN-y e IL-1pB. Foram utilizados 50 puL de amostra, 50 pL da mistura de
beads ¢ 50 uL do reagente de detecgdo PE — Phico eritrina (E1)- Detector do controle positivo
e FITC (E2)- Detector do controle positivo. Os resultados foram gerados em gréficos e

tabelas utilizando-se o software CellQuest (BD).

4.2.6 Avaliacdo da fagocitose e atividade microbicida de macréfagos do colostro humano

guando tratadas com os Gly pura e com os complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs

Para avaliar a atividade fagocitaria e microbicida dos macréfagos do colostro humano
foi utilizada a bactéria Escherichia coli (EPEC), isolada das fezes de uma crianca com
diarreia (sorotipo 0111: H-, LA*, eae*, EAF*, bfp*). Este material foi preparado e ajustado
na concentracio de 107 bactérias/ml, como descrito por (Honorio-Franca et al.1997). O
percentual de fagocitose foi determinado pelo exame microscépico das células coradas com
acridina laranja.

A fagocitose e a atividade microbicida serdo avaliadas pelo método de alaranjado de
acridina (Bellinati-Pires et al. 1989). Volumes iguais de bactérias e de suspensdes de células
serdo misturadas e incubadas a 37 °C durante 30 min sob agitacdo continua. Fagocitose seréa
interrompida por controle de temperatura com auxilio de incubacdo em gelo. Para eliminar as
bactérias extracelulares, as suspensdes serdo centrifugadas duas vezes (160 x g, 10 min, 4 °C).
As células foram ressuspensas em meio isento de soro 199 e centrifugadas. O sobrenadante
foi desprezado e o sedimento tingido com 200 pL de alaranjado de acridina (Sigma, St. Louis,
EUA; 14,4 g LY, rigorosamente durante 1 min. O sedimento foi ressuspendido em meio 199
a frio, apés a lavagem por duas vezesdeverdo ser observados no microscopio de
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imunofluorescéncia com ampliagcdo de 400x e 1000x. O indice de fagocitose foi calculado
através da contagem do numero de células de pelo menos 1000 células, ingerindo bactérias
em uma associacdo de 100 células. Para determinar o indice bactericida, as ldminas foram
coradas com laranjado de acridina e contadas, por meio de células mortas, vivas e em
atividade fagocitica por macrofagos. O indice bactericida foi calculado como a razdo de
coloracdo (laranja —morta; verde- vivo) x 100 bactérias (Franca et al. 2011a). Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

4.3 Analise estatistica

As andlises estatisticas da Viabilidade Celular, Fagocitose, Atividade Microbicida, e
producéo de Citocinas foram realizadas através de anélise de variancia (ANOVA) calculando
a estatistica F. Em seguida por comparacBes multiplas pelo teste de Bonferroni. As
estatisticas foram consideradas significativas quando o “p valor” foi menor que 0,05 (p <

0,05) (Cuevas et al. 2004).
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Capitulo 5 — Resultados e discussao

5.1 - Caracterizacdo Fisico-quimica e morfolégica do complexo
Gly@PEG/NP (Guimaraes et al. 2018a)

Neste estudo, a analise do complexo Gly@PEG/NP, foi realizado por Espalhamento
de Luz Dinamico (DLS), Potencial Zeta, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV),
Microscopia Eletronica Transmissdo (MET), Espectroscopia de Infravermelho com
transformada de Fourrier (FTIR) Espectroscopia Raman Normal, Espectroscopia Raman
intensificada por superficie (SERS). Os estudos e ensaios biologicos foram avaliados a
viabilidade celular pelo método de MTT para as células RAW e macréfagos do colostro
humano. Para os estudos da fagocitose em macrofagos do colostro humano foi utilizado o
método e alaranjado de Acridina. A avaliacdo da producédo de citocinas foram realizados nos
ensaios de Imunomodulacdo por citometria de fluxo. Neste estudo verificou-se a sintese de
estuturas nanoparticuladas de polietilenoglicol 6000 (PEG) de tamanho aproximado de 100
nm, que se constitui no ineditismo de parte do trabalho, e que foi capaz de promover a
adsorcdo de nanoparticulas de PEG a glicina. Foi possivel observar também a caracterizacdo
quimica, fisica e a capacidade imunomoduladora deste material funcional sobre as linhagens

celulares macro6fagos.
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5.1.1 - Caracterizagdo morfologica dos complexos Gly@PEG/NPs por MEV e MET

A Fig. 5.1 mostra as micrografias tipicas de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) e de Transmissdao (MET) das amostras GIy@PEG/NPs. Verificou-se que tanto o
complexo Gly@PEG/NPs quanto o PEG/NPs possuem morfologia similar. As imagens de
MEV da suspensdo coloidal seca da amostra de 2Gly@PEG/NPs (ver Fig. 5.1 (a)) mostram a
formacdo de estruturas parcialmente organizadas, provavelmente construidas por interacéo
elétrica dipolo-dipolo resultante da carga superficial das nanoparticulas de PEG Além disso,
as imagens MEV também mostram que as nanoparticulas de PEG tém formas nédo esféricas,
que provavelmente se originaram da fusdo de duas ou mais NPs, durante o processo de
secagem. O histograma de tamanho de particula, como mostrado na Fig. 5.1 (b), revela NPs
com um didmetro médio de Dvem = 54,3 nm e indice de polidispersédo de omer = 0,16. O
didmetro das nanoparticulas (Dwmet) foi determinado levando-se em conta o comprimento do
segmento unindo as duas extremidades da nanoparticula e passando pelo centro de massa. As
medicdes de DLS permitiram avaliar tanto o didmetro hidrodindmico quanto o potencial zeta
das PEG/NPs. Foi encontrado um didmetro hidrodinamico (DoLs) e um potencial zeta (§ ) 324
+ 30 nm e -1,2 £ 0,2 mV, respectivamente. Além disso, apesar de mostrar um diametro
hidrodinamico semelhante, ~320 £ 35 nm, as amostras de GIly@PEG/NPs, comx =1,2¢e 3
revelaram & com valores de -1.3+0,2, -10,3+0,2 e -13,5+0,2 mV, respectivamente. Os valores
de Dpis avaliados sdo maiores que o valor de Dwver devido a solvatagdo das nanoparticulas
em meio aquoso Vvia ligagdo de hidrogénio entre moléculas de agua do meio e os terminais
moleculares presentes na superficie das nanoparticulas de PEG Os dados mostraram que o

potencial zeta da amostra de PEG/NPs, em torno de - 1,2 mV, foi aumentado para -10,3 mV e
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-13,5 mV, para amostras de PEG/NPs adsorvidas com 0,1 e 1,0 molL™?, respectivamente. O
aumento negativo das cargas ndo somente revela que as PEG/NPs foram carregadas com
sucesso, mas também suporta hipdtese de que os grupos carboxil (COO") e da Gly-adsorvida
nas PEG/NPs estdo virados para o exterior em dire¢cdo a0 meio aquoso.

A micrografia MET da amostra de 2Gly@PEG/NPs (Fig. 5.1(c)) mostra aglomerados
de PEG/NPs os quais estdo heterogeneamente dispersos. A presenca de aglomerados é
provavelmente uma consequéncia da preparacdo da amostra durante o processo de secagem.
Imagens de sec¢des ultrafinas obtidas por HRTEM s&o mostradas na Fig 5.1 (d-f). Essas
imagens demonstram a coexisténcia de fases amorfas e cristalinas, que sdo comumente
observadas em muitas redes de polimeros interpenetrantes (IPNs) (Bai et al. 2006; Passos et
al. 2016). A Fig. 5.1 (f) mostra alguns poros circulares irregulares com cascas cristalizadas
formadas por seis a doze camadas trelicadas. As camadas se entrelagam, interpenetram ou se
fundem ao longo de bordas adjacentes. A Fig. 5.1 (g) exibe um padréo de difracdo de cristal
tipico, confirmando que as PEG/NPs sdo compostas que possuem regifes amorfas e

cristalinas.
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Figura 5.1. (@) imagem SEM e (b) histograma de tamanho de particula da amostra 2GIly@PEG/NPs. (c) e (d)
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imagens TEM e (e) e (f) imagens HRTEM da amostra 2Gly@PEG/NPs. g) Fotografia de difracio HRTEM de

Gly@PEG/NPs



5.1.2 — Estudo da Estabilidade dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs por DLS

Com o objetivo de avaliar a estabilidade estrutural dos complexos PEG/NPs e

Gly@PEG/NPs medidas de potencial zeta e diametro hidrodindmico foram realizadas em

diferentes tempos pds-preparacdo das amostras (t = 0, 15, 30, 45 e 60 dias). Os resultados

desses experimentos sdo mostrados na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Didmetro hidrodindmico e potencial zeta dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs em funcdo do

tempo de pds-preparacéo.

Amostras

15(dias)

30(dias)

45(dias)

60(dias)

Di/nm  &mV  Dp/nm  &mV  Dp/nm  &mV  Dp/nm

&mV  Dp/nm  &mV

PEG/NPs 191+11
1Gly@PEG/NPs  209+12
2Gly@PEG/NPs 213%14

3Gly@PEG/NPs 229+14

-1.2

19711

214+14

218+16

234+16

324+30

320+35

340+44

356+24

-1.2
-1,3
-10,3

-13,5

349422

355+28

371+47

391+25

-1,3
-1,9
-10,1

-9,2

549+34

557+32

571+37

599+45

-1.9
-1.4
-8,9

-9,7

Como pode ser verificado na Tabela 5.1, verifica-se que enquanto o potencial zeta se

mantem praticamente constante o diametro hidrodinamico cresce com aumento do tempo de

pOs-preparacao.

5.1.3 Propriedades 6pticas dos complexos PEG/NPs e Gly@PEG/NPs

A Fig 5.2(a) mostra os espectros de FTIR dos complexos PEG/NPs (i) e

2Gly@PEG/NPs (ii), e para comparagdo o espectro da Gly livre é mostrado em (iii). O

espectro de FTIR do complexo PEG/NPs (Fig, 5.2(a - i) mostra bandas largas em torno de
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1640 e 3440 cm™, respectivamente associados aos modos bending e stretching do grupo
hidroxila OH. Na Fig. 5.2 (a — i) as bandas em torno de 2880, 1465/1342 e 1242 cm™ s&o
devidos, respectivamente, aos modos vibracionais stretching, bending e twisting do metileno
C-H (Catauro et al. 2014). As bandas em torno de 950 e 1110 cm™ estdo associados aos
modos stretching das ligacbes C — C e C — O, respectivamente. Finalmente, as bandas em
torno de 533 e 860 cm™ correspondem as vibragdes do esqueleto da molécula de PEG.
Comparando os espectros de FTIR das amostras PEG/NPs, 2Gly@PEG/NPs e Gly
livre (Fig. 5.2 (a), verifica-se que a maior parte dos modos vibracionais estéo associados com
Gly zwiterionica (Rosado et al. 1998). Evidéncias dos modos de vibragcdo da molécula PEG
somente sdo encontrados em torno de 1110 cm™ devido a ligagdo (C-O) e 1342 e 1465 cm™,
os dois ultimos associados com modo bending do metileno C — H. Em rela¢do aos modos
vibracionais da Gly, ap6s o carregamento no PEG, foram encontradas bandas relacionadas a
vibragdes dos atomos ligados ao esqueleto em 505 e 893 cm™, atribuidos respectivamente aos
modos t(CCO) e v(C-C), bem como aos modos stretching simétrico do carboxilato vs(COQ")
em torno de 1412 cm, esse Gltimo aproximadamente inalterado (ver Fig. 5.2(b) — banda
enfatizada em preto). Por outro lado, foi verificado que apds a adsor¢do em PEG os modos
vibracionais assimétrica da Gly vas(COO") e das das(NH3") - enfatizados em preto e cinza em
Fig. 5.2(b)), sdo deslocados para maiores energias em 21 e 24 cm™, respectivamente.
Diferentemente, 0 modo bending simétrico Gly atribuido ao grupo amino &s(NHs*) esta
deslocado para menores energias com sua intensidade relativa intensamente reduzida. Esses
resultados sugerem que as moléculas de Gly estdo interagindo com as cadeias poliméricas do

PEG, principalmente por meio dos grupos amino.
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Fig. 5.2 (a) Espectros de FTIR dos complexos: (i) PEG/NPs, (ii) 2Gly@PEG/NPs, e (iii) Gly livre. (b) ampliacéo
dos espectros de FTIR (painel esquerdo) na regido de 1200-1800 cml, as estruturas em preto e cinza
representam os modos vibracionais do grupo COO™ e NH3* respectivamente.

Para estudar o efeito da interacdo entre a molécula de Gly e o complexo PEG/NPs

espectros de Raman Normal (Fig. 5.3) e SERS (Fig. 5.7) foram obtidos. O espectro Raman
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normal do complexo PEG/NPs é apresentado na Fig. 5.3(a—i), no qual os modos bending da

ligagdo C —C— O sdo encontrados em torno de 365 e 501 cm™ (Léon et al. 2017). As vibragdes

de deformacdo do esqueleto das moléculas de Gly podem ser encontradas em torno de 894 e

922 cm, enquanto as vibrag@es stretching da ligagdo C — O estdo em torno de 1046 cm™

(Yamini et al. 2014).

(a)

v(CC)
co(CHZ)

T(CHZ)
E sicmy

3(cco)

5(Cco)

(ii)

Intensidade Raman

(i)

885 900

Numero de Onda (cmfl)

915 1110 1140 1170

(b)

(ii)
(i)

(c) (C-C)

(ii)
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(i)

Numero de Onda (cm'l)
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Figura. 5.3. (a) Espectro do Raman normal dos complexos: (i) PEG/NPs e (ii) 2Gly@PEG/NPs. Ampliacdo em
diferentes regides espectrais dos espectros do Raman normal do complexo 2Gly@PEG/NPs ((b) - (c)) e do

complexo PEG/NPs (d —e).
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Finalmente, as bandas observadas na faixa de 1200-1500 cm™ estdo associadas aos
modos vibracionais do grupo CHz t(CHz) em (1110-1150) cm™; »(CH2) em (1310-1350)
cm? e bending simétrico e antissimétrico das ligagdes (— CHz — CHz —) (1350-1500) cm?
(Matsuura e Fukuhara 1986). Uma compilacdo dos modos Raman do complexo PEG/NPs é

dada na Tabela 5.2
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Tabela 5.2: Posicdo dos modos vibracionais obtidos do Raman normal e SERS para PEG/NPs, Gly (0.1 mol/L),
Gly@PEG/NPs.

Normal Raman (cm™?) SERS (cm)
Gly Gly@PEG/ Gly Solution GIly@PEG/ Assignment
PEG/NPs Solution NPs NPs
335 3(CCN)
365 3(C-C-0)
501 3(C-C-0)
505 505 505 p(CO0O)
585 585 585 ®(CO0)
612 p(NHZ)
670 670 3(CO0)
773 p(NHZ)
897 892 897 897 v(C-C)
894 Skel def
922 Skel def
1030 1030 v(C-N)
1046 v(C-0)
1103 p(NHs")
1115 1126 1115 t(NHS)
1126 t(CHy) (G)
1136 t(CH.) (T)
1190 v(C-N)
1270 Amide Il
1320 ®(CHy) (T)
1330 1330 1330 ®(CH>)
1340 ®(CH>) (G)
1360 ®(CHy)
CO(CHz)
1412 1410 1410 1410 vs(COO")
1438 8asCH>)
1445 1445 1445 8(CHz)
1500 3s(CH>)
1520 1507 1513 S(NHJ)
1597 1551 Sas(NH3")

G. gauche, T, trans; 8, bending; v, stretching; o, wagging; p, rocking; t, twisting; s, symmetric mode; as,
asymmetric modes

Curiosamente, verificou-se que o0 espectro Raman normal do complexo
2GIly@PEG/NPs (Fig. 5.3 (a) - (ii)), bem como os espectros Raman dos complexos

XGly@PEG/NPs (com x = 1 e 3, mostradas nas Figuras. 5.4 e 5.5), sdo muito semelhantes ao
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espectro Raman normal do complexo PEG/NPs. No entanto, uma anélise cuidadosa dos
espectros Raman gerados a partir dos complexos xGly@PEG/NPs revelam a presenca de
pequenas alteracdes espectrais, provavelmente relacionadas as assinaturas da molécula de Gly

interagindo com as cadeias poliméricas do PEG (ver Fig. 5.3 (b —e) e Fig 5.5).
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Fig. 5.4 Espectros Raman normal dos complexos (i) Fig. 5.5 Ampliacbes, em diferentes regies

PEG/NPs e XxGly@PEG/NPs com (ii) x = 1, (iii) x = espectrais dos espectros Raman normal dos
2,e (iv)x=3. complexos (i) PEG/NPs e xGly@PEG/NPs com ii) x

=1, (jii) x = 2, e (iv) x = 3.

Como sugerido pelas imagens de MEV e MET, as nanoparticulas de PEG foram
preparados por meio do dobramento das longas cadeias poliméricas do PEG. Nessas cadeias,

0S atomos assumem posicOes espaciais estaveis, caracterizadas pelos comprimentos da
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ligacdo interatdmica e pelos angulos das ligagdes. Estudos anteriores sugerem que a estrutura
ordenada é semelhante & hélice encontrada no estado sélido, assumindo a conformacéo trans-
gauche-trans em torno de sucessivas ligacdes de O—C—C—O com desordem parcial da cadeia
polimérica causada pela conformacgdo gauche em torno da ligagdo C-C e conformacdo trans
em torno das ligagbes C—O (Takahashi e Tadokoro 1973). Assim, diferentes conformacoes
das ligagcdes C—C e C-O da cadeia polimérica do PEG, sugerem a presenca de diferentes tipos
de ligacGes de hidrogénio. Consequentemente, € esperado observar mudangas nas
intensidades integradas dos modos Raman associados com as vibragdes wagging e twistting
do grupo CH. (Begum e Matsuura 1997; Kozielski 2006). Além do mais, mudancas na taxa
das intensidades integrados das bandas Raman associadas as conformacgdes gauche e trans
(Ig/l¢) estdo correlacionadas com o nimero de mondmeros de PEG assumindo essas duas
conformacgBes. No presente estudo, esses modos sdo encontrados em torno de 1340 cm™
(gauche) e 1320 cm™ (conformacdes trans) para ligagdes C—C e em torno de 1136 cm
(gauche) e 1126 cm™ (conformag@es trans) para as ligagds C-O.

Anélises da taxa lg/l: para os modos Raman associados com as ligacdes C— C (Fig. 5.3
(c)) e C-O (Fig. 5.3 (d)) mostram que (lg/l)©© aumenta de 1,8 (PEG/NPs) para 3,0
(2Gly@PEGI/NPs), enquanto (Ig/1)©© diminui de 1,6 (PEG/NPs) para 1,0 (2Gly@PEG/NPs).
Vale mencionar que a relagdo lg/l: permanece praticamente inalterada para o complexo
1Gly@PEG/NPs em comparagio com o complexo PEG/NPs. No entanto, a taxa (Ig/1)© do
complexo 3Gly@PEG/NPs (1,0 molL™) é aproximadamente trés vezes maior (5,3) que 0
valor encontrado na amostra NP/PEG (1,8), enquanto que a taxa (l¢/1))©° para o complexo
3Gly@PEG/NPs decresce em mais de um terco (0,5) (ver Fig. 5.5). Esses resultados sugerem

que, quando se aumenta o teor de Gly no complexo PEG/NPs, tanto da populacdo da
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conformacéo tipo-gauche em torno das ligagbes C-C, quanto a populagdo da conformacéo
tipo-trans, em torno das ligagcbes C—O, aumentam. O aumento da populacdo de conformacéo
tipo-gauche em torno da ligagdo C—C favorece a formacdo de ligagdes de hidrogénio na
cadeia polimérica do PEG, ligando as moléculas Gly aos atomos de oxigénio da molécula
PEG. Esses resultados estdo de acordo com (Kozielski 2006), que relatou o estudo de
alteragBes nas conformacGes em cadeias de polioxietilenoglicois. Outras evidéncias da
interacdo entre a molécula de Gly e a cadeia polimérica do PEG sdo mudancgas na energia dos
modos vibracionais do esqueleto da molécula de PEG, torno de 892 cm™ (ver Fig. 5.3 (b)) e 0
aumento da intensidade do pico em torno de 1410 cm™, provavelmente associada ao grupo
COO" da Gly (ver Fig. 5.3 (€)). O surgimento da banda Raman em torno de 1410 cm™ sugere
que o grupo funcional do acido carboxilico da molécula Gly esta voltado para 0 meio aquoso
do coloide. Esse resultado reforca a hipotese de que a molécula de Gly interage com a
nanoparticula de PEG por meio dos atomos de oxigénio do PEG que se ligam as moléculas da
Gly via grupo NH2. Uma representacdo esquematica de nanoparticulas de PEG adsorvido com

glicina é mostrada na Figura 5.6
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Fig. 5.6 Representacdo esquematica da adsorc¢do das moléculas de Gly na cadeia polimérica do PEG.

A literatura relata varios trabalhos utilizando a técnica SERS para avaliar informacdes
sobre a adsorcdo de moléculas de Gly na superficie da prata (Podstawka et al. 2004;
Parameswari et al. 2016). Entretanto, considerando que a Gly em meio aquoso apresenta dois
polos carregados interagentes devido a transferéncia de protons, ou seja, relacionados aos
grupos funcionais COO™ e NHs*, esses estudos levam a diferentes conclusdes sobre o
mecanismo de adsorcéo da Gly na superficie de prata. Alguns trabalhos fornecem evidéncias

de que a adsorcédo de Gly na superficie da prata ocorre via grupo carboxilato (Parameswari et
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al. 2016). Outros, afirmam que a adsor¢do de Gly na superficie da prata ocorre por meio do
grupo amino (Herne et al. 1991). Interacfes por meio de ambos 0s polos carregados, também
foram relatadas (Herne et al. 1991; Podstawka et al. 2004). De fato, discussdes sobre a
orientacdo molecular quanto a interacdo da Gly com a superficie de prata, sdo ambiguas na
literatura. Provavelmente, os diferentes resultados podem surgir devido as condigfes
experimentais empregadas durante a realizacdo dos experimentos; como o pH e forca ionica
da solucdo de Gly, somados a dependéncia da concentracdo de Gly. Portanto, esta questdo
esta longe de ser esgotada e a discussdo que se segue pretende contribuir para a compreensao
dos dados SERS registrados a partir da Gly dispersa em meio aquoso.

Os espectros de SERS da solugcdo de Gly (0,1 mol/L) (i), dos complexos
2Gly@NP/PEG (ii) e NP/PEG (iii), realizados em substrato de prata coloidal, séo mostrados
na Fig. 5.7 (a). As bandas vibracionais observadas nos espectros SERS e Raman normal, bem
como suas atribuigdes podem ser encontradas na Tabela 5.1. Mais detalhes dos espectros de
SERS ((i) - (iii)) e Raman normal (iv) da solugéo de Gly e dos complexos 2Gly@PEG/NPs e
PEG/NPS séo mostrados nas Figuras 5.8 e 5.9. Para apoiar a analise de todo o conjunto de
dados, o espectro Raman normal da solucdo Gly sera primeiramente discutido. O espectro
Raman normal da Gly apresenta bandas caracteristicas em 897, 1330 e 1445 cm, as quais
estdo associadas ao modo stretching da ligagdo C—C de aos modos vibracionais wagging e
bending do grupo CHp>, respectivamente. As intensas bandas atribuidas aos modos stretching
simétricos, bending, wagging e bending/rocking do grupo COO" sdo observadas em 1412,
670, 585 e 505 cm™, respectivamente. Bandas relacionadas ao grupo amina sdo encontradas
em 1030 cm™ (C-N stretching), 1103 cm™ (NHs* rocking) e 1115 cm™ (NHs* twisting).

Finalmente, os modos vibracionais atribuidos aos modos bending simétricos e assimétricos do
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NHs* sdo encontrados em 1520 e 1597 cm™, respectivamente. (Dou et al. 1999; Goryainov et

al. 2006; Parameswari et al. 2016).
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Fig. 5.7 (a) Espectros SERS: (i) solucdo de Gly (0,1 mol/L), (ii) 2Gly@PEG/NPs, e (iii) PEG/NPs. (b) Espectro
Raman normal de solucédo de Gly (0,1 mol/L). AmpliacGes, em diferentes regides espectrais, dos espectros SERS
da solucéo de Gly (i) e do complexo 2Gly@PEG/NPs (ii) e, espectro Raman normal da solugéo de Gly (iv).

Note que, apesar de apresentarem caracteristicas semelhantes, 0s espectros Raman
normal e SERS da solugéo de Gly (Figura 5.6 (a - i) e 5.6 (b)) apresentam diferencas
fundamentais. As semelhancas entre os espectros Raman normal e SERS da solugéo Gly estéo

relacionadas aos modos vibracionais do grupo COO e as ligagdes (C-C) e CHz. Foi
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observado que essas bandas apresentam as mesmas energias vibracionais e aproximadamente

as mesmas intensidades em ambos os espectros, Raman normal e SERS. Em ambos o0s casos,

as bandas atribuidas ao grupo carboxilato, nomeados p(COO), »(COQ"), 5(COO) e vs(COO"

), podem ser encontradas em torno de 505, 585, 670 e 1410 cm™,

respectivamente. Da mesma

forma, bandas associadas ao modo stretching C—C e CH> wagging e bending séo encontradas

em 897, 1330 e 1445 cm™,

respectivamente. Por outro lado, notdveis diferencas espectrais

estdo associadas a mudancas de energia e intensidades dos modos vibracionais atribuidos ao

grupo NHs", nos espectros SERS em 355, 612, 773, 1190, 1270 e 1360 cm™1 (note bandas

destacadas em preto).
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Fig. 5.8 Espectros SERS (i) e Raman normal (iv) da
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Na solucdo de Gly, sdo encontrados os modos vibracionais t(NHs™) e 8s(NHs*), com
um picos de 1115 e 1520 cm™, no espectro Raman normal, os quais estio deslocados
respectivamente para 1126 e 1507 cm™ no espectro SERS. Além disso, foi verificado no
espectro SERS da solucgdo de Gly a presenca de novas bandas em 355, 612, 773 e 1190 cm™,
as quais de acordo com calculos ab initio, estdo respectivamente associadas as vibragdes
3(CCN), p(NH3") v(CN) (Alper et al. 1992; Parameswari et al. 2016).

Novas bandas SERS também apareceram por volta de 1270 e 1360 cm™. A origem
dessas bandas ainda néo é clara, provavelmente essas bandas estdo associadas as vibracdes de
ligacGes amidas devido a formacdo do homo di-peptideos (Gly-Gly). Nesse caso, essas novas
bandas estariam associadas as vibracBes das ligacGes de amida terciaria e CHy,
respectivamente (Podstawka et al. 2004).

Em relacdo ao mecanismo SERS, as vibragdes moleculares ao longo da direcdo
perpendicular a superficie ativa do SERS devem ser mais intensificadas do que as na direcao
paralela. Portanto, a partir dos dados da solucéo de Gly, pode-se inferir que a ligacdo C-C das
moléculas de Gly esta paralela a superficie da prata e que o grupo carboxilato ndo esta
adsorvido diretamente na superficie ativa (Herne et al. 1991). Sob outra perspectiva, o notavel
aumento da intensidade SERS no modo vibracional NHs" pode estar associado com o
aumento da polarizabilidade perpendicularmente a superficie da prata como consequéncia da
proximidade do grupo NH3* com a superficie. Portanto, os resultados aqui relatados fornecem
uma clara evidéncia de que o grupo amina interage fortemente com a superficie de prata, em

concordancia com os dados de Raman normal
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A Figura 5.7 (a) mostra os espectros de SERS dos complexos 2Gly@PEG/NPs (ii) e
PEG/NPS (iii). E claro a partir dos dados SERS que 0 espectro do complexo PEG/NPS
mostra apenas modos vibracionais relacionados ao substrato de prata (em torno de 236 cm™) e
ao modo bending da molécula de agua (em torno de 1640 cm™). Esse resultado evidencia que
0s modos vibracionais das moléculas de PEG néo sdo intensificados pela superficie de prata.
Além disso, diferentemente do espectro SERS para a solugdo de Gly, em que novos picos
foram observados, o espectro SERS do complexo 2Gly@PEG/NPs (ver Fig. 5.6 (a) - (ii)) é
muito semelhante ao Espectro Raman normal da solucdo de Gly (ver Fig. 5.6 (b)). Exceto
pelo deslocamento observado para a banda relacionado ao modo vibracional 8(NHs*) (ver
setas na Fig. 5.7 (e)), nenhum outro deslocamento ou pico adicional foi encontrado.
Verificou-se que modo §(NHs*) tem sua energia deslocada de 1520 para 1513 cm™ (A = 7
cm?).

E importante enfatizar que o deslocamento do modo vibracional 5s(NHs*) foi maior (A
= 13 cml) para o espectro SERS da solucdo Gly. Esse comportamento é uma clara evidéncia
de que a molécula Gly interage mais fortemente com a superficie de prata do que com a
molécula de PEG. Na verdade, todos os modos vibracionais SERS do complexo
2Gly@PEG/NPs exibem intensidades similares as intensidades observadas no Espectro
Raman, sugerindo que, enquanto adsorvido no complexo PEG/NPs, as moléculas de Gly
estdo orientadas aleatoriamente em relacdo a superficie de prata. Portanto, o campo elétrico
resultante dos plasmons de superficie intensifica os modos vibracionais da molécula de Gly
mais ou menos uniformemente. Finalmente, no espectro de SERS do complexo
2Gly@PEG/NPs, a auséncia de bandas extras de Gly e a falta de intensificacdo das bandas de

Gly sugerem que nao existem moléculas de Gly disponiveis para interagir com a superficie de
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prata, ou seja Gly livre. Esta hipdtese é confirmada durante a anélise do espectro SERS do
complexo 3Gly@PEG/NPs (Fig. 5.8 e 5.9). Para a amostra 3Gly@PEG/NPs, constatou-se a
presenca de bandas extras a 612, 772 e 1270 cml, evidenciando que quanto maior a
concentracdo de Gly, vao existir mais moléculas de Gly disponiveis para interagir com a

superficie de prata.

5.1.4 Viabilidade celular da Gly e do complexo Gly@PEG/NPs

Para avaliar o efeito de toxicidade aa incubacdo da Gly no complexo PEG/NPs
(Gly@PEG/NPs) e compara-la com a toxicidade da Gly livre (controle), ensaios de
viabilidade celular, usando o método MTT, em células RAW foram realizados. As células
RAW foram expostas a concentracdes varidveis de Gly (0,001-1,0 mol/L), que foi
previamente solubilizado em PBS (Gly livre) e incubadas em PEG/NPs (Gly@PEG/NPs). Os
resultados destes ensaios sdo coletados na Fig. 5.10.

Embora ambas as amostras (Gly livre e Gly@PEG/NPs) ndo mostrem uma diminui¢ao
significativa na viabilidade em concentracdes de até 0,2 mol.L?, a Gly livre comeca a
apresentar letalidade na concentragdo acima de 0,3 mol.L?, atingindo 35% da célula
viabilidade na concentracdo de 1,0 mol/L. No entanto, a proliferacdo de células RAW foi
observada durante o tratamento com Gly livre em concentracdes na faixa de 0,001 a 0,2
mol/L. Posto isso, verificou-se que a amostra de Gly@PEG/NPs ndo mostrou uma viabilidade
de células RAW reduzidas na faixa de Gly adsorvida até 1,0 mol.L™, que é uma evidéncia da

toxicidade reduzida de Gly enquanto carreada pelas PEG/NPs.
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Fig. 5.10. Efeito das concentragdes de Gly e Gly@PEG/NPs na viabilidade das células RAW, apds 24 h de
incubacdo como avaliado pelo ensaio de MTT. A viabilidade celular (%) foi determinada usando as células
mantidas em meio de cultura como 100% de células viaveis.
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5.2 — Avaliagdo do efeito funcional do complexo Gly@PEG/NPs em

macrdéfagos do colostro humano (Guimaraes et al. 2018b)

Como o objetivo de estudar o efeito funcional do complexo Gly@PEG/NPs na
atividade microbicida, fagocitica e de producdo de citocinas por macréfagos do colostro
humano, ensaios de viabilidade celular, MTT e ensaios de fagocitose e de producdo de
citocinas estimuladas pela bactéria Escherichia coli (EPEC) foram realizados.

A fim de determinar a dose adequada de Gly a ser utilizada nos ensaios biolégicos foi
tomado como base os resultados de biocompatibilidade do complexo Gly@PEG/NPs
realizados em células RAW (como descrita na se¢do 5.1.4), a qual demonstrou que a maior
viabilidade celular ocorreu na concentragéo de 1 mmolL™? de Gly. Assim, passou-se a adotar
esta concentracio de Gly (1 mmolL™?) nos ensaios envolvendo o uso do complexo
Gly@PEG/NPs nas propriedades microbicidas, fagociticas e de imunomodulacdo em
macrofagos de colostro humano.

Estudos realizados com macrdéfagos do colostro sugere que as principais fungdes
destas células sdo: deteccdo de patdgenos, apresentacdo de antigenos, resposta inflamatoria e
producdo de citocinas (Le Doare et al. 2017). Uma grande importancia é dada ao papel das
citocinas, uma vez que essas regulam o balan¢o do processo inflamatorio.

Como dito anteriormente, a Gly é um neurotransmissor inibitério no sistema nervoso
central com propriedades imunomoduladoras, citoprotetoras e antiinflamatérias. Os efeitos
protetores da glicina provavelmente se devem ao efeito direto sobre as células-alvo ou
mediadas pela inibi¢do da ativacdo das células inflamatorias. Os mecanismos subjacentes ndo

sdo totalmente claros. Varios mecanismos foram propostos (Zhong et al. 2003). Alguns
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autores relatam que a expressdo da TNF-a estaria associada a uma diminuigdo na ativagao
do fator nuclear kappa B (NF-xB) via TNF-a (Alarcon-Aguilar 2008, Garcia-Macedo 2008,
Contreras-Nufiez et al. 2018), uma vez que nos processos inflamatorios, na resposta imune
e na defesa antiviral a TNF-a é o mediador central do NF-xB (Kim et al. 2011), embora
outros ativadores desse fator de transcricdo também tenham sido relatados (TLRs, ROS,
citocinas, fatores de crescimento, etc.) (Oeckinghaus et al. 2011). Outros trabalhos, no
entanto, mostram que Gly atua suprimindo a sinalizacdo do calcio, ativando o canal de cloro
na membrana plasmatica que estabiliza ou hiperpolariza o potencial da membrana e, como
consequéncia, bloqueia a entrada de célcio intracelular que estimula o efeito cascata de
producdo de citocinas. Causando, portanto, inibicdo das células que ativam o processo
inflamatorio, muito provavelmente bloqueando a ativagdo de citocinas pro-inflamatorias
como a TNF-a, levando a diminui¢do de radicais livres e outros mediadores (Mauriz et al.
2001, Cruz et al. 2008, lkejima et al. 1997, Ishizaki-Koizumi et al. 2004).

Considerando que a concentracdo de Gly presente no colostro humano e leite materno
é de aproximadamente 22 mg/g (Davis et al. 1993), as interagdes entre este aminoacido e 0s
macrofagos presentes no leite formam um ambiente natural e ideal para um modelo
experimental, o que justifica o presente estudo ao se isolar macré6fagos do colostro humano
para avaliar a interagdo do complexo Gly@PEG/NPs e sua atividade funcional (Fagocitose,
atividade microbicida e producdo de citocinas) na presenca da bactéria EPEC.

A EPEC é um bacilo Gram negativo pertencente a familia Enterobactericeae,
caracteriza-se por apresentar metabolismo aerébio facultativo e por colonizar o trato
gastrointestinal. Pode estimular varios mecanismos de ativacdo nas células do colostro

humano. Uma delas esta relacionada com a liberacao de célcio intracelular em macrofagos na
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presenca de Gly como descrito por Guimarées e colaboradores (Guimarées et al. 2013; Hara
et al. 2013). Neste estudo, verificou-se um aumento da taxa de liberacdo intracelular de Ca2*
pelos macréfagos do colostro humano estimulado pela Gly. Este resultado sugere que o

macrofago do colostro humano pode ser ativado por EPEC na produgdo de citocinas.

5.2.1 — Viabilidade Celular - MTT

Apesar do complexo Gly@PEG/NPs (1 mmol.L?) ter se mostrado biocompativel em
celulas RAW, sua biocompatibilidade também foi testada em macréfagos do colostro
humano, nas mesmas condic¢des do ensaio anterior. A titulo de comparacdo, ensaios de MTT
com Gly pura (1 mmol.L'Y) e com o complexo PEG/NPs (0,016 mmol.L™") também foram
realizados. Os resultados mostraram que viabilidade celular frente aos estimulos usados foi

superior que 85 %.

5.2.2 — Ensaios de Fagocitose e atividade microbicida

Para avaliar a atividade fagocitaria e microbicida dos macréfagos do colostro humano
na presenca EPEC foi utilizado o método de Alaranjado de Acridina (Belinatti-Pires et al.
1994). Os dados desses ensaios sdo mostrados na Tabela 5.3. Imagens da fagocitose por
macrofago do colostro € mostrada na Fig. 5.11. Os resultados mostram que os macrofagos do
colostro humano aumentaram sua atividade funcional quando submetido a todos os

tratamentos utilizados neste trabalho (Gly pura, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs). Contudo,
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verificou-se que apenas o0 resultado com o tratamento com Gly pura se mostrou
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle (p < 0,05). Os macréfagos do
colostro exibiram boa atividade fagocitaria em resposta a EPEC (72,0+4,5 %), aumentando o
indice de fagocitose significativamente na presenca de Gly (85,0+2,3%). ComparacGes entre
os indices de fagocitose do complexo Gly@PEG/NPs e do complexo PEG/NPs, com relacdo
ao grupo controle ndo se mostraram estatisticamente significante. Este resultado evidencia
que a eficiéncia do complexo Gly@PEG/NPs nédo contribuiu, significantemente para o
aumento da fagocitose dos macréfagos do colostro humano estimulados por EPEC. Este
resultado esta de acordo com a literatura, a qual relata que nanoparticulas modificadas por
PEG sdo compostos furtivos que aumentam o tempo de circulacdo e podem reduzir a

interacdo dessas nanoparticulas com as proteinas plasmaticas (Bamberger et al. 2018).

Tabela 5.3: indice de fagocitose bacteriana e de atividade microbicida por macréfagos do colostro humano
determinados por alaranjado acridina. Os simbolos *, # indicam diferencas entre cada tratamento com o grupo
controle (células/EPEC) e com o grupo Gly pura, ambos com P <0,05.

Estimulo Fagocitose Atividade microbicida
(%) (%)
EPEC 72,0 £4.5 20,0 £1,5
GLY pura 85.0+2.3% 16,0 +1,6#
PEG/NPs 81,0 £15 22,022
Gly@PEG/NPs 78,0 £1.0 27.0 +1.7%#

Como pode ser observado na Tabela 5.3 o grupo controle apresentou indice de
atividade microbicida da ordem de 20,0£1,5 %, valor similar (p > 0,05) ao encontrado para 0s

macrofagos tratados com Gly pura (16,0 £ 1.6 %). O que leva a concluir que a Gly pura nao
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estimulou, de forma estatisticamente significativa, 0 aumento da atividade microbicida. Além
do mais, foi também verificado que indice de atividade microbicida apds o tratamento com o
sistema PEG/NPs, também néo foi significativamente modificado (22,0 +2,2 %) com relagdo
ao grupo controle. Este resultado sugere que o sistema PEG/NPs aparentemente ndo foram
reconhecidas pelo sistema fagocitario mononuclear. Contudo, verificou-se que os macrofagos
tratados com o amplexo Gly@PEG/NPs tiveram sua atividade microbicida aumentada da
ordem de 40 % com relacdo aos grupos controle (de 20,0 para 27,0 %: p < 0,05) e Gly pura
(16,0 para 27,0 % - p < 0,05). Este resultado esta de acordo com o relatado em Guimaraes e
colaboradores (Guimardes et al. 2013a) ao estudar a eficacia de microparticulas de PEG
carregadas com Gly na atividade microbicida. De acordo com esse trabalho o aumento de
eficacia da atividade microbicida estd relacionado com o aumento da liberagdo de Ca®

intracelular devido a producdo de espécie reativas de oxigénio induzida pela Gly.

Fig. 5.11 Imagens da atividade fagocitica obtida pelo método de alaranjado de acridina: (a) fagocitose da EPEC
pelo macréfago (Verde - vivo), (b) fagocitose da EPEC pelo macréfago (Laranja - morto)
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5.2.3 Ensaios de imunomodulagéo e quantificacao de citocinas

Para investigar o efeito do complexo Gly@PEG/NPs (1 mmolL?) na producéo de
citocinas anti e pro-inflamatdrias, ensaio por citometria de fluxo com macréfago do colostro
humanao, estimulados por EPEC e tratados com o complexo Gly@PEG/NPs, forma realizados.
Para isso, foram quantificadas as concentragdes das citocinas IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-17, IL-1B, IFN-y e TNF-a, 24 horas ap0s o tratamento. Para comparacdo, ensaios
utilizando um grupo controle (estimulado por EPEC e sem tratamento com Gly), tratados com
Gly pura (1 mmol/L) (controle positivo) e NP/PEG (sem Gly) foram também realizados sob
as mesmas condicdes do primeiro. Estes resultados sao mostras na Tabela 5.4 e na Fig. 5.12 (a

—d).

Tabela 5.4 Expressdo de citocinas (pg/mL) em macrofagos de colostro humano ap6s estimulagdo por EPEC e
posterior tratamento com Gly pura, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs. O simbolo * indica diferencas estatisticas
significantes com p < 0,05.

Citocinas EPEC Gly PEG/NPs Gly@PEG/NPs
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
IL-1B3 13422 19,4 +1,6* 20,8 £ 1,6* 20,0 + 2,6*
IL-4 10,3+0,2 12,2 +0,1* 10,2 +0,2 10,3+0,3
IL-10 41+0,1 48+0,1 4501 54 +0,2*
TNF-a 120+0,8 16,3 £0,7* 15,9 + 0,5* 17,2 +0,3*
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Citocinas EPEC Gly PEG/NPs Gly@PEG/NPs
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

IL-1B 134+4,4 16,9 +£1,8* 20,8 £ 1,7* 19,9+ 2,9*
IL- 4 10,3+0,4 12,2 +0,2* 10,2+ 0,4 10,3+ 0,6
IL-6 11,8+ 4,6 14,2 +2,0 185+ 1,7* 155+3,3
IL-8 19,1+1,0 19,3+2,8 195+17 20,6 £3,6
IL-10 41x0,2 48x0,2 45x0,2 54+12*
IL-12 155+6,3 199+24 22,5+2,9* 21,3+ 2,7*
IL-17 50+£1,6 4,7+0,8 46+0,6 7,1+3,8*
TNF-a 12,0+0,8 16,3 £0,7* 15,9 + 0,5* 17,2 +0,3*
IFN-y 32+0,1 33+0,1 34+0,2 35+£05

Como pode ser verificado na Tabela 5.4 as citocinas IL - 8 e IFN-y ndo mostraram
variagOes estatisticamente relevantes em nenhum dos grupos de amostras aqui estudadas.
Contudo, foi verificado que o tratamento com o complexo Gly@PEG/NPs modulou a
producdo de IL-13, IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a, aumentando suas expressdes, com relacéo
grupo controle em aproximadamente 50, 30, 40, 40 e 40%, respectivamente. Enquanto que o
tratamento com a Gly pura levou ao aumento da expressdo de IL-1B, IL-4, TNF-o em
aproximadamente 25, 20 e 35 %, respectivamente. Por ultimo, o uso do carreador NP/PEG
elevou a produgédo de IL-1B, IL — 6, IL — 12 e TNF-a com relagdo ao grupo controle, em

aproximadamente 55, 55, 45 e 30%, respectivamente.
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Fig. 5.12 Expresséo de citocinas por macrdfagos de colostro humano (a) IL-1p, (b) IL — 4, (c) IL — 10 e (d) TNF-
o apos estimulagdo por EPEC e posterior tratamento com Gly pura, PEG/NPs e Gly@PEG/NPs. O simbolo *
indica diferencas estatisticamente significante com p < 0,05.

Como relatado anteriormente, o0 PEG por ser um polimero biocompativel tem sido
amplamente utilizado na area biomédica. De modo geral, os nanomateriais, quando tém suas
superficies modificadas com PEG (PEGlacdo) podem suprimir a adsor¢do por opsonina e a
depuracdo subsequente pelo sistema fagocitario mononuclear, prolongando assim o tempo de
circulagcdo (Dorati et al. 2007; Kumari et al. 2010; Corréa et al. 2011; Hara et al. 2013,;
Machado et al. 2015). Contudo, os resultados aqui apresentados demostraram que apesar da
presenca das NPs de PEG ndo ter influenciado, de forma estatisticamente significante, o
indice de atividade microbicida ap0s o tratamento com o sistema PEG/NPs, esse contribuiu
para 0 aumento das expressdes de citocinas pro-inflamatdrias (IL-1p, IL — 6, IL - 12 e TNF-a)
pelos macrdéfagos do colostro humano. Esse resultado estd de acordo com o observado no
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trabalho de Bamberger e colaboradores, ao estudar o efeito da modificagéo, por PEGlacdo, da
superficie de NPs de polissacarideos, nas propriedades fisiologicas de diferentes tipos
primarios de células imune (Bamberger et al. 2017). Nesse trabalho, foi verificado que a
PEGilacdo diminui a captagdo celular inespecifica das NPs recobertas com PEG por
macrofagos e células dendriticas, mas aumenta a producdo de citocinas pré-inflamatdrias com
a TNF-a e a IL-6.

Os ensaios envolvendo o uso da Gly (Gly pura e Gly@PEG/NPs), mostraram que
tanto as citocinas anti- quanto as pro-inflamatorias tiveram suas expressées aumentadas apos
os tratamentos. Sugerindo um equilibrio entre esses mediadores, uma vez que é caracteristico
dos componentes imunologicos do colostro agir em conjunto, sem causar uma resposta
inflamatdria (Cubero et al. 2009). Contudo, como pode ser observado na Tabela 5.4 e na Fig.
5.12, foi observado um aumento, estatisticamente significativo das citocinas IL-13 e TNF- o
para todos os grupos tratados. Foram também observados aumentos estatisticamente
significativos dos teores das citocinas IL-12 e IL — 17 para o grupo tratado com o complexo
Gly@PEG/NPs e das citocinas IL — 6 e IL — 12 o grupo tratado com o complexo PEG/NPs. A
citocina IL-17 é produzida tipicamente pelo subgrupo de células T (Th17), contudo, estudos
demonstram que os macrofagos também expressam citocinas Th17 (Gu et al. 2008). Em geral
os efeitos da Th17 estdo associados aos mecanismos subjacentes da condic¢do de inflamagé&o.
Por outro lado, a presenca de IL — 17 prejudica a apoptose por mondcitos/macrofagos e induz
intensa diferenciacdo, garantindo remocdo eficiente de neutréfilos apoptoticos e restauracdo
de condicdes anti-inflamatdria e sugere um papel inesperado da IL-17 na resolucdo da
inflamacdo (Sakaguchi 2005), que pode ser importante durante a fagocitose e processo

microbicida por macrofagos.
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O aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias (principalmente a TNF- o)) ndo
é um comportamento esperado, a0 menos para 0 grupo tratado com Gly pura, uma vez que
existem diversos trabalhos na literatura que mostram que a Gly reduz o teor da citocina TNF-
a (Ikejima et al. 1997; Spittler et al. 1999; Ikejima et al. 1997; Alarcon-Aguilar et al. 2008;
Ishizaki-Koizumi et al. 2004; Garcia-Macedo et al. 2008) Embora, 0os mecanismos pelos
quais a Gly regula as expressdes das citocinas, ndo serem ainda totalmente compreendidos,
tem sido reportado que a Gly (a0 menos em sistemas in vitro) reprime a expressdo das
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 em mondcitos, células de Kupffer e 3T3-L1
(Ikejima et al. 1997; Alarcon-Aguilar et al. 2008; Garcia-Macedo et al. 2008 ) e estimula a
expressao de citocinas anti-inflamatoria IL — 10 (também em mondcitos) (Spittler et al. 1999).

Fazendo uma pesquisa na literatura pode-se verificar que, apesar de se notar uma
reducdo de TNF-a apds o tratamento com Gly, observa-se uma grande diversidade de
resultados. Essa diversidade de resultados provavelmente estd relacionada aos diferentes
sistemas bioldgicos estudados e a metodologia empregada (tipo de estimulo, tempo de
incubacéo, dose de Gly usada, entre outros). No trabalho de Garcia-Macedo e colaboradores
(Garcia-Macedo et al. 2008) foi mostrado que, quando células 3T3-L1 (as quais foram
diferenciadas de fiblobastos para adipécitos) sdo cultivadas na presenca de 10 mmol/L de Gly,
a expressdo de TNF-a decresce em fibroblastos (20%) mas ndo em adip6citos. Por outro
lado, Ishizaki-Koizumi e colaboradores relatam que o uso de Gly, nas concentracdes de 1 e 10
mmol/L, reduzem (em células de Kupffer) os teores de TNF-a em 10 e 40%, respectivamente.
As medidas foram realizadas 4 h apds o estimulo com LPS (Ishizaki-Koizumi et al. 2004).
Por fim, Spittler e colaboradores ao estudarem mondcitos humanos cultivados em diferentes

concentragbes de Gly pura por 40 h e em seguida estimulados com LPS (1 mg.L?)
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verificaram que as expressoes das citocinas 1L-10, IL-1B, TNF-a sdo dependentes do tempo
de estimulacgéo e da dose de Gly usada no cultivo (Spittler et al. 1999). Eles verificaram que a
TNF-o tem seu teor aumentado até 6 h, pos-estimulacdo e em seguida sua expressao €
rapidamente reduzida. Além do mais, foi verificado que o uso de 2 mmolL* de Gly (usados
durante o cultivo dos mondcitos) reduziu a produgdo de TNF-a em aproximadamente 50%.
Contudo, medidas realizadas 24 h ap6s o estimulo com LPS, mostraram que o efeito da Gly
na redugdo do TNF-a € praticamente desprezivel (Spittler et al. 1999).

Assim, com base na discussdo acima e lembrando que nesse trabalho a dose de Gly
utilizada foi de 1 mmol.L™? e os teores das citocinas foram obtidos 24 h ap6s a estimulagdo
com EPEC, é razoavel supor que as pequenas variages nos teores TNF-a. (estatisticamente
ndo significantes) observadas entre as amostras tratadas com Gly pura e com o0 complexo
Gly@PEG/NPs, quando comparado com as amostras tratadas apenas com PEG/NPs, estdo
provavelmente relacionadas a baixa dose de Gly ou ao longo tempo de exposi¢édo a EPEC. Ou
seja, se as medidas do teor de TNF-a tivessem sido realizadas no periodo de 4 — 8 horas ap0s
a estimulagdo, provavelmente as variagdes nos teores de TNF-o teriam sido mais
significativos. Contudo, para comprovar esta hipotese novos estudos devem ser realizados.

No que diz respeito as citocinas anti-inflamatorias, foi verificado que apesar de
presente em ambos 0s grupos tratados com Gly (Gly pura e GIly@PEG/NPS) as citocinas 1L-4
e IL-10 ndo foram expressadas simultaneamente em ambos 0s grupos. Constatou-se apenas
que, as expressdes de IL- 4 e 1L-10 somente foram estatisticamente significantes nas amostras

tratadas com Gly pura e GIly@PEG/NPs, respectivamente.
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As interleucinas IL-4 e IL-10 s8o citocinas com caracteristicas anti-inflamatorias,
produzidas principalmente por células T (Th2). Ambas as interleucinas agem como fator de
diferenciacdo para as células T citotoxicas, diminuindo a funcdo secretora de citocinas por
(Th1) e facilitando o desenvolvimento de respostas Th2, contribuindo assim para reducdo de
processos anti-inflamatorios. Levando-se em conta que a Gly possui propriedades
citoprotetora e anti-inflamatérias, € esperado que o tratamento com a Gly induza a producao
de IL-4 e IL-10 (Narayan et al. 2017; Cifuentes-Zufiga et al. 2017).

Contudo, assim como a TNF-a, a expressdo das citocinas IL-4 e IL-10 também sdo
dependentes do tempo de estimulo e da dose de Gly (Spittler et al. 1999). Foi relatado que o
tratamento com 10 mmol/L de Gly levou a um aumento de trés vezes do teor de IL-10 apds 6
h, com produgdo maxima em ~ 12 h; a 2 mmol.L™, o nivel mais elevado de 1L-10 foi medido
apos 24h. O maximo da producéo de IL-10 sem o tratamento com Gly foi observado em 24 h
apos a estimulacdo com LPS. Em todos os casos foi verificado que o teor de IL-10 nas
amostras cai ap0s a ocorréncia de seu maximo. Portanto, estes resultados sugerem que a Gly
contribui para antecipacdo da producdo méaxima de IL-10 (Spittler et al. 1999). Levando-se
em conta que no presente estudo a dose de Gly pura foi de 1 mmol.L™, pode se supor com
base nos dados de Spittler e colaboradores (Spittler et al. 1999), que a producdo maxima de
IL-10 nas amostras tradas com Gly pura, aqui investigadas, se daria em aproximadamente 18
h. Em complemento, em virtude da adsorcdo da Gly nas NP/PEG (Gly@PEG/NPs), é
razoavel supor que o maximo da producdo de IL-10 ocorra ap6s as 24 h do tratamento. Estas
consideragOes estédo de acordo com a observacdo de IL-10 (p < 0,004) apenas nas amostras
tratadas com o complexo Gly@PEG/NPs, uma vez que o0s teores das citocinas presentes no

meio foram avaliados 24 h apds tratamento com Gly.
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Além do mais, estudos de imunomodulacdo do complexo Gly@PEG/NPs, por
correlacdo de Pearson (Pearson and Whiteley 1899) mostram que a producdo de IL — 10 esta
correlacionada com a producdo de IL-1p (R =094 e p =0.01) e TNF-a (R=09¢e p =
0.006). De fato, como relatado anteriormente essas citocinas tiveram suas expressoes
aumentadas em aproximadamente 55 e 30%, respectivamente. Correlacbes de Pearson
estatisticamente significantes também foram observas para o tratamento com Gly pura. Nesse
caso, foi verificado que a maior expressao de IL— 4 (+ 30%) se correlaciona com a producao
de TNF-a (R = 0.89 e p = 0,003), a qual foi aumentada em ~ 30%. Por altimo, ndo foi
observado quaisquer correlacbes de Pearson, estatisticamente significante, nos macro6fagos
tratados com o sistema PEG/NPs.

Assim, levando-se em conta que as citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir
a resposta inflamatoria aos locais de infeccdo e que a producdo de citocinas pro- e anti-
inflamatorias na lesdo pode se manifestar sistematicamente com a instabilidade
hemodindmica ou com os distirbios metabdlicos, associada com o aumento da atividade
microbicida promovida pela presenca do complexo Gly@PEG/NPs, leva a sugerir que esse

sistema nanoparticulado pode oferecer importantes implicacdes clinicas durante as infeccdes.
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CAPITULO 6 - CONCLUSAO

Neste estudo, verificou-se que o tamanho médio das Gly@PEG/NPs foi de 54 nm e
sua morfologia é ndo esférica, parcialmente organizada alternando regifes amorfas e regides
cristalinas. Nota-se que as PEG/NPS e as GIy@PEG/NPs sdo muito semelhantes quanto a
morfologia.

Verificou-se neste trabalho que o tamanho médio das PEG/NPs avaliadas por DLS foi
do tamanho de 190 nm até 15 dias, 320 nm em até 45 dias e acima de 540 apds 60 dias, € as
Gly@PEG/NPs apresentaram o0 mesmo tamanho médio aproximado, sofrendo uma pequena
varia¢do quando adsorvidas com glicina.

Neste estudo, uma suspensao coloidal biocompativel baseada em nanoparticulas de
PEG carregadas com glicina (Gly) (Gly@PEG/NPs) foi desenvolvida utilizando apenas PBS
como meio aquoso. A espectroscopia Raman normal e intensificada por superficie (SERS) foi
usada com sucesso para investigar a interacdo da molécula de Gly carregada nas
nanoparticulas de PEG. Para comparacdo, a molécula de Gly livre também é investigada pela
técnica SERS. As mudancas vibracionais observadas nos espectros de FTIR, Raman e SERS
sugerem fortemente que a proximidade dos grupos amino protonados (NHs*) da molécula de
Gly promove um aumento na conformacdo tipo-gauche em torno da ligacdo C-C da molécula
de PEG, que favorece a formacdo de pontes de hidrogénio na cadeia polimérica do PEG,
enquanto liga as moléculas de Gly aos atomos de oxigénio da molécula de PEG por meio de
ligagbes de hidrogénio. Os dados também forneceram fortes evidéncias de que o grupo
carboxilato (COO") da molécula Gly estdo voltados para fora do complexo Gly@PEG/NPs e

orientados aleatoriamente em relacédo a superficie da nanoparticulas de PEG.
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Ensaios, usando método MTT, realizados em células RAW 264.7 e em macrofagos de
colostro humano, mostraram o complexo Gly@PEG/NPs apresenta viabilidade celular
superior a 85%. Além do mais, bioensaios realizados em macrdfagos do colostro humano
estimulados pela bactéria EPEC revelaram, apesar de ndo ter sido reconhecidos pelos
macrdfagos, o complexo Gly@PEG/NPs, foi capaz de aumentar a atividade microbicida e a
producéo tanto de citocinas antiinflamatdrias quanto de citocinas pro-inflamatorias.

Assim, a presente investigacdo abre caminho para entender a interacdo de
nanoparticulas poliméricas com aminodcidos de modo a permitir o desenvolvimento de
sistemas de entrega de drogas capazes de modular a atividade funcional do sistema

imunolégico.

Perspectivas Futuras

- Preparar complexos Gly@PEG/NPs com diferentes teores de Gly (0,01 — 1 molL?) e em

sistemas in vitro, e determinar os teores de citocinas produzidos em fungdo do tempo de

tratamento e do tempo de estimulo.

- Realizar bioensaios utilizando o complexo Gly@PEG/NPs em sistemas in vivo.
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This study reports on the successful preparation and characterization of a biocompatible colloidal sus-
pension comprising glycine (Gly) loaded into polyethylene glycol (PEG) nanoparticles (Gly@PEG/NPs)
and suspended within PBS. The interaction between the Gly molecule and the PEG nanoparticles is herein
investigated using normal Raman spectroscopy and surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), the
latter employing silver substrate. Additionally, scanning and transmission electron microscopy (TEM),
dynamic light scattering, zeta-potential, and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were
employed to support our analyses. Morphological analyzes revealed that Gly@PEG/NPs have non-
spherical shape with average diameter (polydispersion index) of 54.3 nm (0.16). Moreover, high-
resolution TEM images demonstrated the coexistence of crystalline and amorphous phases in the
Gly@PEG/NPs structure, The FTIR, normal Raman and SERS spectra strongly suggest that the protonated
amino groups (NH;3 ) of the Gly molecules bind to the oxygen atoms of the PEG molecule by means of
hydrogen bonds, leaving the carboxylate groups (COO™ ) facing outwards to the bulk aqueous-like med-
ium. Finally, MTT assay demonstrated that Gly@PEG/NPs are very much biocompatible at Gly concentra-
tions of up to 1.0 mol/L while free Gly shows toxicity in the same range.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Glycine (Gly) is the simplest possible amino acid, which can be
dispersed into both hydrophilic and hydrophobic environments,
with well-known modulatory effects on neurotransmission in the
central nervous system {CNS) [1], In addition, Gly has anti-
inflammatory, immunomodulatory, and cytoprotective effects [2].
As aresult, Gly plays a key role in improving health while support-
ing the growth and well-being of mammals, particularly humans.
As Gly is synthesized by the organism itself, it is treated as being
nutritionally non-essential. However, some studies claim that the
amount of Gly produced in vivo in some mammals (including
humans) is not enough for regular metabolic activity [3,4]. There-
fore, it has been shown that shortage of Gly index may lead to fail-
ure of immune response, undergrowth profile, abnormal nutrient
metabolism, and many undesirable effects on human health
[2,5]. Moreover, supplementation with Gly is mandatory in many
cases and high-oral doses of Gly have been used as adjuvant in

* Corresponding author.

hteps://doi.org/10.1016/j.apsusc.2018.04.211
0169-4332/@ 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

schizophrenia treatment so as to enhance glutamate neurotrans-
mission while mitigating glutamate system hypofunction thought
to contribute to the disorder [6]. Generally, in these cases Gly is
administered by simple solubilization of the amino acid in
aqueous-based medium [7]. Appropriate doses of supplemental
Gly are generally safe for mammals [4]. However, like all other
nutrients, Gly overdose can cause amino acid imbalances and tox-
icity [3], which can lead to death [8,9]. Therefore, caution should be
in place while prescribing dietary supplementation of Gly for
mammals in general. Taking this into account, the search for new
forms of Gly administration and delivery is an open avenue for
innovation.

Development of nanomaterials for biomedical applications has
been one of the major topics in nanotechnology in recent years
[10,11]. Given the variety of biological processes occurring at the
nanometer scale, the physicochemical properties engineered nano-
materials make them excellent candidates for biomedical applica-
tions at cell and sub-cell levels, providing revolutionary
approaches for diagnosis, prevention and treatment of a wide
pallet of diseases [12-15]. Recent advances in colloid technology,
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