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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi inicialmente preparar e caracterizar nanoparticulas de PIBCA
(poli-isobutilcianoacrilato) revestidas com fucana e em seguida avaliar a citotoxicidade das
formulagdes em macrofagos J774. A fucana foi escolhida por apresentar varias atividades
biologicas, ser de facil extracdo e baixo custo, o que torna a sua utilizacdo atrativa para o
revestimento de nanocarreadores. As nanoparticulas foram preparadas pelo método de
polimerizacdo anidnica utilizando mondmero isobutilcianoacrilato (IBCA) e a fucana em
diferentes propor¢des (0, 25 e 100%). Na -caracterizagdo fisico-quimica, o aspecto
macroscopico, o tamanho de particula, indice de polidispersao (PDI), potencial zeta foram
analisados. A estabilidade das formulagdes em meio de cultura foi analisado observando-se
aparecimento de agregados e/ou precipitagdo. Finalmente a citotoxicidade foi avaliada em
macrofagos J774 pelo método MTT com concentragdes que variaram de 1 a 120pg/mL. Em
relagdo ao tamanho observou-se que o aumento da concentracdo da fucana influenciou o
tamanho das particulas passando de 254,4 &+ 5,2nm para 495,4 = 17,6nm nas formulacdes sem
fucana (0%) e com 100%, respectivamente. Apesar das mudangas no tamanho, o PDI
apresentou valores baixos o que indica homogeneidade no tamanho das particulas. Observou-
se que o aumento do percentual do polissacarideo diminuiu o potencial zeta(-55,3 + 1,4nm),
ou seja, tornou a superficie mais negativa, resultado esperado uma vez que a fucana ¢ um
polissacarideo que apresenta carga negativa. Nao foi observado aparecimento de precipitados
ou agregados das nanoparticulas apos contato com o meio de cultura, indicando que as
formulagdes permaneceram estaveis. Finalmente, as nanoparticulas obtidas ndo foram téxicas
para as células, ndo houve diferenca estatistica entre as formulagdes, sugerindo que nado foi

citotoxica na faixa de concentracao utilizada.

Palavras—chave: Nanoparticulas. Fucana. Citotoxicidade.



ABSTRACT

The purpose of this work was to initially prepare and characterize nanoparticles of PIBCA
(polyisobutylcyanoacrylate) coated with fucoidanand then to evaluate the cytotoxicity of the
formulations in macrophages J774. The fucoidan was chosen because it has many biological
activities, is easy to extract and low cost, which makes their use attractive for the nanocarriers
coating. The nanoparticles were prepared by the anionic polymerization method using
isobutyl cyanacrylate monomer (IBCA) and fucoidan in different proportions (0, 25 and
100%). In the physical-chemical characterization, the macroscopic appearance, particle size,
polydispersityindex (PDI), zeta potential were analyzed. Finally, cytotoxicity was evaluated in
J774 macrophages by the MTT method with concentrations ranging from 1 to 120 pg / mL.In
relation to the size, it was observed that the increase of the concentration of fucoidan
influenced the particle size from 254.4 + 5.2nm to 495.4 £ 17.6nm in the formulations without
fucoidan and with 100%, respectively. Despite the changes in size, the PDI presented low
values indicating homogeneity in particle size. It was observed that increasing the percentage
of the polysaccharide decreased the zeta potential, the zeta potential (-55.3 = 1.4nm), ie,
rendered the surface more negative, an expected result since fucana is a polysaccharide with a
negative charge.The obtained nanoparticles were non-toxic to cells and there was no statistical
difference among the formulations, suggesting that there was no cytotoxicity in the stability

range of the culture medium.

Keywords: Nanoparticles. Fucoidan.Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O uso de sistemas de liberacdo controlada na escala nanométrica representa, sem
davida, um grande avango no tratamento e diagnostico de varias doengas. Desde os primeiros
nanosistemas desenvolvidos, pesquisadores tém focado na modificacdo estrutural destes
sistemas com o objetivo de melhorar a eficacia e diminuir os aspectos indesejaveis de alguns

compostos bioativos encapsulados (SAKATA et al.,2007).

Em se tratando de nanoparticulas, uma importante modificacdo estd relacionada a
superficie, como por exemplo, a adi¢gdo de moléculas como polietilenoglicol - PEG (PALMA
etal., 2014), peptideos (VALETTI et al., 2014), polissacarideos (LEMARCHAND et al.,
2004), anticorpo (KOUCHAKZADEH et al., 2013) entre outros compostos.

O objetivo que impulsiona a modificagdo da superficie das nanoparticulas relaciona-
se ao aumento do tempo de circulagdo e ao direcionamento do farmaco a tecidos ou células
alvo, e consequentemente aumento da eficacia terapéutica. Descreve-se na literatura a
obtencdo de sistemas sitio-especificos através da utilizagdo de ligantes quimicos como
moléculas sinalizadoras. No entanto, estes compostos apresentam custo elevado, com baixo
rendimento final, fazendo com que diminuam as chances de se desenvolver um novo

produto(GREEF et al., 1994).

Neste contexto, a utilizacdo de polissacarideos sulfatados de algas marrons torna-se
uma alternativa promissora para revestimento de nanocarreadores. Assim, a escolha da
fucana deve-se ao fato de que este polissacarideo apresenta varias atividades biologicas (LIN
et al.,, 2011) dentre elas a acdo contra a bactéria Helicobacterpylorie a capacidade de
estimular a produ¢do de muco, protegendo a mucosa gastrica. Além disso, a fucana apresenta
facilidade de extracdo, baixo custo de obtengdo, o que torna a sua utilizagdo atrativa para o
revestimento de nanocarreadores e obtengao desistemas sitio-especificos.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi inicialmente a preparagdo e caracterizagao
de nanoparticulas de PIBCA (poli-isobutilcianoacrilato) revestidas com fucana e em seguida
avaliacdo da estabilidade frente a meio de cultura eestudo da citotoxicidade das formula¢des

obtidas em macrofagos J774.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Preparar, caracterizar e avaliar a citotoxicidade denanoparticulas de PIBCA revestidas com
fucana.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparar nanoparticulas PIBCA revestidas com polissacarideos pelos métodos de
polimerizagao por emulsdo anidnica (AEP);

e (Caracterizar as nanoparticulas obtidas, através do aspecto macroscopico, da avaliacao
do tamanho médio das particulas e da carga de superficie;

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas com diferentes percentuais de
polissacarideos em meio de cultura;

e Avaliar a citotoxicidadedas nanoparticulas em macréfagos J774.
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3 JUSTIFICATIVA

O presente projeto trata-se de uma linha de pesquisa de carater multidisciplinar, que
busca o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada de farmacos, baseado na
nanotecnologia para tratamento de infec¢des géstricas causadas pela Helicobacterpylori.
Atualmente ha um grande interesse tanto no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas,
como na utilizagdo de compostos bioativos que sejam eficazes nas infec¢des gastricas a
exemplo daquelas causadas pela Helicobacterpylori. O presente projeto engloba as duas
estratégias, uma vez propde o desenvolvimento de nanoparticulas sitio-especificos utilizando
produto natural, a fucana, como molécula sinalizadora para futura utilizacdo contra a bactéria

H. pylori.



4 HIPOTESE

A fucana, um polissacarideo sulfatado extraido de algas marrons, pode ser utilizada

como molécula de revestimento de nanoparticulas de PIBCA.

14
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5 REVISAO DA LITERATURA

5.1 Nanotecnologia e Sistemas de Libera¢iao Controlada

A nanotecnologia ¢ uma area exponencial que envolve o manuseio de propriedades e
estruturas ao nivel de nanoescala, apresentando muitas vantagens e peculiaridades que em
uma escala maior ndo sdo possiveis. A combinagdo da nanotecnologia com aplicagdes
médicas trouxe o aparecimento de um novo campo chamado nanomedicina (KHEMTONG;
KESSENGER et al., 2013).Um mecanismo importante para o desenvolvimento da
nanomedicina sdo os sistemas de liberagdo controlada, que ganharam uma atencdo especial
nos ultimos anos. Esses sistemas expandiram novas maneiras de modificar a biodistribuicao
dos principios ativos na farmacocinética, melhorando tanto a sua biodisponibilidade como
reduzindo os efeitos colaterais (NASONGKLA; BEY, et al., 2006; FENG et al., 2001).0s
sistemas de liberagdo controlada, também denominados vetores de liberacdo,sdo dispositivos
eficazes na entrega de substancias biologicamente ativas, objetivando o controle da liberagao
na faixa terapéutica, tempo e local de a¢dao (LEE; YEO, 2014).Tem como objetivo principal o
controle constante da manuteng@o das concentracdes dos compostos ativos, que estdo entre as
concentragdes minimas efetivas e minimas toxicas por um prolongado periodo de tempo
(MUNOZ; ALICE; LI, 2015; LEE; YEO, 2014). Nesse sistema de liberagdo busca-se
modificar a liberagdo controlada de farmacospara obter uma atividade mais rapida, mais
prolongada, mais regular e mais especifico, por longo tempo (DEVISSAGUET; GUYOT;
HERMAM,1982). Aliberacao controlada pode ser um processo mais lento que a liberagao
convencional, pois mostra que esta liberagdo modifica as constantes concentragdes para
manter nos niveis plasmaticos eficazes, na liberacdo de determinada concentragdo de
farmacos de forma reprodutivel (RABASCO,1997). Assim, a liberagdo controlada de
farmacos, em relacdo a liberagdo convencional, apresenta varias vantagens tais como periodo
terapéutico prolongado, eficicia aprimorada e toxicidades sistémicas reduzidas como mostra a

Figura 1 (QIAN et al., 2005; LAINE et al., 2014) .
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Figura 1: Sistemas terapéuticos convencionais e liberagdo controlada referente ao tempo

versusconcentracao de farmaco.

Nivel Téxico

"-_ Faixa Terapéutica

Concentragao do Farmaco

'-._,-“4- = o % ¢ <--dose
Nivel Subterapéutico

Tempo

......... Sistemas Convencionais Sistemas de Liberac&o controlada

Fonte: LIRA, 2007 com adaptagdes.

Existem varios tipos de sistemas de liberagdo controladacom base nas caracteristicas
quimicas, fisicas e bioldgicas como, as nanocépsulas (MORA; HUERTAS; FESSI, 2010),
nanoesferas (ZAFAR; FESSI; ELAISSARI, 2013), dimeros (WEBSTER; SUNDARAM;
BYREME, 2012), lipossomas, e micelas poliméricas (YANG et al.,2010).

5.2 Lipossomas
Os lipossomas sdo vesiculas esféricas compostas por uma ou mais camadas lipidicas

concéntricas, desprendido por um meio aquoso. Eles podem encapsular substancias
hidrofilicas ou lipofilicas, sendo que as hidrofilicas ficam no compartimento interno aquoso e
as lipofilicas na bicamada lipidica. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo
imunogénicos 0os mesmos sao altamente versateis para pesquisa terapéutica e aplicacdes
analiticas (EDWARDS; BAEUMER, 2006; NEW, 1990; PUISILUX et al., 1995). Estas
vesiculas sdo constituidas principalmente por fosfolipidios (podendo ser de natureza sintética
ou natural), ester6is e um antioxidante (VEMURI, 1995). Os lipideos mais aplicados nas
formulacdes de lipossomas sdo os que apresentam uma forma cilindrica como, por exemplo,
as fostatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, nas quais essas tendem
a formar uma bicamada estavel em uma solug@o aquosa. Portanto as fosfatidilcolinas sdo mais
empregadas em estudos de formulagdo de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade a
variagcdes do pH ou na concentracao de sal no meio. Os lipossomas podem apresentar uma

unica bicamada lipidica ou bicamadas multiplas em voltado compartimento aquoso interno,
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sendo desta forma classificados em unilamelar e multilamelar, respectivamente (BATISTA et

al., 2007).

5.3 Micelas
Existe também as micelas, que sdo bem utilizadas na area da nanotecnologia,

representam um conjunto de moléculas anfifilicas pelas quais se agregam livremente na agua
e formam uma vesicula esférica. Seu centro ¢ hidrofobico tendo a capacidade de encapsular
farmacos hidrofobicos. As micelas convencionais sdo formadas por pequenas moléculas que
possui uma cabeca hidrofilica ¢ uma cauda hidrofobica, composta por hidrocarbonetos de
acidos graxos longos. O tamanho molecular dos surfactantes e outras caracteristicas fisico-

quimicas irdo determinar o tamanho das micelas (RANGEL; YAGIU; TAVARES, 2005).

5.4 Tipos de Nanoparticulas
Por defini¢do as nanoparticulas (NP) sdao descritas como um material e/ou propriedade

que ocorre em dimensdes na escala nanométrica entre 1 ¢ 100 nm (DREADEN et al.,
2012).Essas particulas ndo sdo consideras como moléculas simples, entretanto sdo compostas
por trés camadas, isto ¢, a camada superficial pode ser aplicada em uma variedade de
moléculas, como exemplo, ions metalicos, surfactantes e polimeros. A camada de coroa que ¢
um material quimico divergente do nucleo, e o nucleo que ¢ a porcdo central das
nanoparticulas que normalmente remete a propria NP (SHIN et al.,, 2016).As NPs sao
divididas em vdrias classes, dependendo de sua morfologia, tamanho e propriedades quimicas
baseado em caracteristicas fisicas e quimicas, algumas das conhecidas classes das NPs sao

dadas abaixo.

5.5 Nanoparticulas Poliméricas

Nanoparticulas Poliméricas apresentam uma escala nanométrica de 10 a 1000nm. Sao
estruturas estaveis, coloidais e solidas, que podem ser compostas por polimeros naturais ou
sintéticos (KREUTER, 2001; MOHANRAJ; CHEN, 2006; KREUTER, 2007). De acordo
com sua forma estrutural se classificam em duas classes, nanocdpsulas e nanosfera
(NICOLAS; COUVREUR, 2009; ARAUJO et al., 2003). Nanocapsulas sdo estruturas
constituidas por um involucro polimérico posto em torno de nucleo oleoso. Onde o farmaco
pode ser dissolvido no nticleo ou adsorvido na parede polimérica. A nonosfera ¢ formada por
uma matriz polimérica, na qual o farmaco pode permanecer retido ou adsorvido

(SCHAFFAZICH et al., 2003).As nanoparticulas poliméricas podem ser preparadas a partir



18

de uma variedade de materiais(proteinas, polissacarideos e polimeros sintéticos). A selecao do
polimero engloba alguns fatores: tamanho desejado das particulas, propriedades do farmaco,
como por exemplo, (solubilidade em 4gua e estabilidade), caracteristica da superficie, grau de
biodegradabilidade, ¢ a biocompatibilidade. Existem varios métodos utilizados para
preparacdodas nanoparticulas, dentre eles sdo descritos na literatura dispersdo de polimeros
pré-formados, polimerizacdo de mondmeros, e gelificacdo idnica de polimeros hidrofilica
(MOHANRAJ; CHEN,2006). Sendo as mais utilizadas, a dispersao de polimeros pré-
formados, que engloba vérias técnicas a evaporacao por solventes e emulsificacdo simples
(MOHANRAJ; CHEN,2006).Nessa técnica o polimero e o farmaco hidrofobico sao
dissolvidos em um solvente organico, por exemplo, diclorometano, cloroférmio, ou acetato de
etila. Na mistura o polimero ¢ o fairmaco sao inseridos em uma solugdo aquosa contendo
agente, emulsificante formando uma emulsdo de 6leo ou ¢ levada a evaporagdo sob pressdao

reduzida para retirada do solvente organico (MOHANRAJ; CHEN, 2006).

Figura 2: Representagdo esquematica da técnica de emulsificagdo-evaporagao

Organic solution:
Polymer + Drug in (_

- @) Solv
water non-miscible O O O . ) 5 5
S o o) Evaporation |, 00,00 o

e
@) PP texs)
N >|o ol © | )REEis
" N ‘;te 2 8 (,C&: ) : C(_} O:}O(
Aqueous solution: QO @) o ol ° P 00,0, 80 8 00
O

Stabilizer in water

O 0 o 3UO:QD
Step 1

Fonte: Adaptado por PINTO et al., 2006

Além da técnica polimero pré-formados, ha também a técnica por emulsdo anidnica.
Este método consiste na utilizagdo de um mondmero soltivel em dgua acidificada que € capaz
de se polimerizar com polissacarideos. Para isto, os materiais permanecem sob agitacdao
vigorosa por 3 horas até completar polimerizacdo e formagdo das nanoparticulas (LIRA, et

al.,2011).
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5.6 Nanoparticulas de Ceramica

Devido sua evolucdo, as NPS de ceramica ganharam um grande destaque nas
mudangas ambientais, pelo fato de serem altamente resistentes. NPS de ceramica sdo
compostas por elementos inorganicos, silica e alumina. Por outro lado, o seu nucleo nao se
restringe apenas a esses materiais, mas a outros metais e 6xidos metalicos (ARMATAS;
KANATZIDIS, 2006; ZOU et al., 2005). Embora os sulfatos metalicos sejam utilizados para
producao de nanosistemas, no tamanho, forma e porosidade variada, nanoparticulas
apresentam evasao nos sistemas reticulo-endotelial que modificam o tamanho, estrutura da
superficie. Na sua porosidade a protecao fisica contra a degradagdo e desgranulagdo. Diante
disso, a ceramica composta por fosfato de calcio, Silica, alumina, zirconio, 6xidos de ferro,
carbonatos ¢ didxido de titanio apresentou interesse em diversas aplicacoes médicas pelas

relacdes positivas no tecido humano (WHITTERS et al., 1999).

5.7 Nanoparticulas Metalicas

As NPs metalicas compreendem a natureza eletronica, Opticas ¢ magnéticas dos
metais(ouro e prata), e sua possivel utilidade em agentes antimicrobianos com uso terapéutico
aplicado a nonomedicina(DUCAN; GASPAR, 2011).0 ouro (Au-NPs) emergiu como um dos
candidatos atraentes na entrega de moléculas de fdrmacos e na area de biomarcadores por
atuarem como sintese na modificacao da superficie com diferentes polimeros e ligantes. Estas
NPS de Au funcionam a base de fototérmicos com eficiente aplicagdo terapéutica, a exemplo
o cancer (PENG et al., 2008). Uma vantagem documentada para a mesma € por possuir,
inércia, ndo conter toxicidade, maior estabilidade, facilidade na preparacdo, e possiveis
probabilidades de bioconjugacio e biomodificacdo com tiol dissulfureto e grupos funcionais
de amina (JAIN; SAYED,2007).A utilizagao de nanoparticulas de prata (NPs Ag) se destaca
por apresentar propriedades de boa condutividade, alto efeito catalitico, elevada area
superficial, e uma excelente atividade antimicrobiana, podem ser aplicadas na reducdo de
infecgdo, prevengdo de coldnia bacteriana, cateteres e materiais odontologicos (GUZMAN;

DILLE; GODET, 2009).

5.8Classificacio das Nanoparticulas

5.8.1 Nanoparticulas Convencionais
As nanoparticulas convencionais sdo constituidas por um nucleo oleoso composto por

triglicerideos de cadeia média ou longa (HUYNH et al., 2009; DELMAS et al.,2011)./n vivo
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as nanoparticulas convencionais sdo mais facilmente reconhecidas pelo sistema imunolégico,

sendo removidas mais facilmente da corrente circulatoria (TORCHILIN, 2000).

5.8.2Nanoparticulas Furtivas

Com o objetivo aumentar o tempo de circulagdo das nanoparticulas convencionais
foram desenvovidas as furtivas. As nanoparticulas furtivas sdo obtidos por diferentes
métodos, que inclui basicamente o revestimento da superficie de componentes hidrofilicos
naturais como o monossialogangliosideo GM1 e fosfatidilinositol, ou de polimeros
hidrofilicos sintéticos, especificamente os polietilenoglicéis (PEG) (SAGRISTA et al., 2000;
TORCHILIN,2005).Uma das estratégias fundamentais para obtencdo para longa circulagdo
plasmatica ¢ modulacao da superficie desses vetores através de macromoléculas hidrofilicas,
que sdo eficazes fisicamente aos sistemas, assim, produzindo aqueles conhecidos como
estabilizados estéricamente ou / sistemas furtivos (OWENS; PEPPAS, 2006; ROMBERG;
KENNINK; STORM, 2008).A camada hidrofilica superficial destes polimeros aumenta o
tempo de circulacao das nanoparticulas prevenindo o reconhecimento € consequentemente a
associa¢do com as opsoninas no plasma, desse modo, inibindo o processo de reconhecimento
molecular e a captura pelas células do sistema fagocitdrio mononuclear, preferencialmente as
células de Kupffer no figado (NEEDHAMet al., 1992).Uma forma de modificar a superficie
das nanoparticulas além da utilizacdo do PEG € o uso dos polissacarideos, os quais vem sendo
estudados ao longo dos anos nas industrias farmacéuticas perante a sua eventual utilidades e

aplicagdes nos sistemas de entrega de farmacos (LEMARCHAND et al., 2004).

5.8.3Nanoparticulas Sitio-Especificas

Na tentativa de aumentar a especificidade de acdo das nanoparticulas das células alvo
e elevar a quantidade de farmacos liberadas nestas células, a pesquisa neste campo foi focada
na elaboracdo de nanoparticulasdirecionados ou/sitio-especificos. Por isto, estes ultimos
utilizam ligantes acoplados em sua superficie, que conferem seletividade para ofertar o
farmaco encapsulado no sitio de agdo almejado (SIHORKAR; VYAS, 2001; SAPRA;
ALLEN, 2003). A modificagdo da superficie das nanoparticulas a partir da adi¢do de ligantes
pode ser feita inserindo moléculas como peptideos (VALETTI et al., 2014),anticorpo
(KOUCHAKZADEH et al., 2013), polissacarideos tal como a fucana (LEMARCHAND et
al., 2004).
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5.9Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sulfatados s3o polimeros formados por unidades repetidas de
acucares e carregados negativamente devido a presenca de grupo sulfato (STRYER, 2007).
Em se tratando de polissacarideos, a fucana ¢ um polissacarideo sulfato extraido de algas
marrons (LI et al., 2008; BILAN et al.,2003). Sua estrutura e composi¢do variam de diferentes
espécies de algas marinhas, que normalmente seu composto consiste em L-fucose e sulfato,
ligados a pequenas quantidades de D-galactose, D-manose, D-xilose edcidourénico (USOU;
BILIAN, 2003). Atualmente por este polissacarideo apresentar baixo custo e ser acessivel
torna sua utilizagdo atrativa para o revestimento de nanocarreadores e obten¢ao de sistemas.
Além disso, apresenta varias atividades biologicas como mostra a tabela 1, incluindo a
capacidade de se ligar especificamente a bactéria Helicobacterpylori (LIN et al., 2011)
fazendo com que a mesma ndo seja capaz de se aderir a mucosa gastrica, evitando assim os
danos causados pela infeccdo. Ademais, ¢ descrito na literatura a capacidade da
fucanaestimular a produ¢ao de muco (CHOI et al., 2010), fato este que proporcionaria uma

prote¢do da mucosa gastrica.

Tabela 1-Principais atividades biologicas do polissacarideo fucana.

Atividades bioldgicas Referéncias

Inibigdo da  ativagdo do  sistema ZVYAGINTSEVA etal., 2000
complemento

Estimula¢do da producao de muco CHOI et al., 2010
Ligacao da bactéria Helicobacterpylori LIN et al., 2009
Antioxidante HUANGE Ll et al.,

2014RAVEENDRM et al ., 2015
KUMAR et al., et al., 2015

Anticancer ROGERS et al., 2008
MORI.et al., 2013
Anticoagulante SILVA etal., 2012
Ant-angiogénicos CUMASHI et al., 2007
Tratamentos de queimaduras dérmicas SEZER et al., 2008

Fonte:AGUIAR, 2017

H. Pylori ¢ uma bactéria que contagia cerca de 50% da populacdo mundial sendo
responsavel pelas doengas gastroduodenais, envolvendo a ulcera gastrica e o cancer gastrico
(KUSTERS et al., 2006). Notavelmente, um dos papeis desenvolvidos pela infec¢ao da
Helicobacterpylorié a tlcera, bem com o adenocarcinoma. Assim, a supressao dessa bactéria

poderia reduzir a expansdo do risco dessa doenga (PASTORIZA et al.,2014;MANSOUR et
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al., 2009; ROY,2010; SAVLA;MINKO,2013). Neste contexto, levando-se em consideracgdo a
importancia do desenvolvimento de sistemas sitio-especificos com objetivo de otimizar a a¢ao
farmacologica de diversos farmacos, e a utilizacdo de produtos naturais, propomos neste
trabalho a utilizagdo da fucana como molécula de revestimento das nanoparticulas para
obten¢do de sistemas sitio-especificos. Assim, neste trabalho preparamos e caracterizamos
nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana e avaliamos sua estabilidade frente a meio de

cultura e a citotoxicidade em macrofagos J774.
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6 METODOLOGIA

6.1 Preparacio das nanoparticulas de PIBCA revestidas com polissacarideos

As nanoparticulas foram preparadas utilizando como polissacarideos a fucana em
diferentes propor¢des (0,25 e 100%). Pelo método de polimerizagdo anionica (AEP) Lira e
colaboradores (2011). O polissacarideo foi solubilizado em agua (SmL) e em seguida o pH
ajustado para 2.5 com HCI (IN). Apos ajuste, o mondmero IBCA (isobutilcianoacrilato) foi
adicionado e o material permaneceu sob agitagdo vigorosa e constante por 3 horas. Com o
objetivo de eliminar todos os reagentes que ndo reagiram durante a polimerizagdo, as
nanoparticulas obtidas foram purificadas por dialise (Spectrapor® membrana 100,000 g/mol
cutoff, Biovalley, MarnelaVallee, France) duas vezes com 1L de 4gua destilada por meia hora

e em seguida overnight.

6.2 Caracterizacio fisico-quimica das nanoparticulas de PIBCA revestidas com
polissacarideos

As nanoparticulas foram caracterizadas segundo tamanho médio das particulas, indice
de polidispersdo e potencial zeta (carga de superficie). O tamanho médio e o indice de
polidispersdo foram analisado ap6s dilui¢do dasamostras (n=3) em agua destilada, a 25°C pela
dispersdo de luz utilizando o Nanosizer® N4 PLUS (Malvern), no qual o angulo de dispersao
foi fixadoem 90°. Por outro lado, a carga da superficie foi verificada utilizando Zetasizer 4
(MalvernInstrumentsLtd), apés diluicdo adequada das amostras (n=3) em KCI (ImM). As

duas analises seguiram parametros descritos por Lira et al 2011.

6.3 Avaliacoes da estabilidade das nanoparticulas de PIBCA revestidas com
polissacarideo ao meio de cultura e avaliacio da citotoxicidade

Antes de avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana,
as mesmas foram inseridas em meio de cultura para avaliar se permaneceriam estaveis durante
48 horas, tempo total utilizado para o ensaio de citotoxicidade. Assim, as formulagdes
forammantidas em contato com meio de cultura (RPMI) e apos 12, 24 e 48h foram
observados os aspectos macroscopicos comoformacdo de precipitado, presenca de grumos
e/ou separacdo da faixa das nanoparticulas. Apos avaliacdo da estabilidade frente ao meio de
cultura, acitotoxicidade das nanoparticulas foi avaliada pelo ensaio da redug¢do do sal de
tetrazolio MTT (DENIZOT; LANG, 1986) através do funcionamento da enzima mitocondrial

succinato desidrogenase, frente aos macrofagos J774. O resultado expressa a reducdo do
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corante MTT em células tratadas relacionado ao controle(células ndo tratadas) versus a
concentragdo da amostra em teste, obtendo-se, porinterpolacdo, o valor de ICsy para todas as

amostras.
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7 RESULTADOS

Nanoparticulas foram preparadas pelo método de polimerizagao por emulsdo Anionica
(AEP) utilizando mondémero isobutilcianoacrilato (IBCA) e a fucana em diferentes propor¢des
(0 25 e 100%). Na caracterizagdo fisico-quimica, aspecto macroscopio, o tamanho de
particula e indice de polidispersao (PDI), potencial a zeta foram analisados. As
nanoparticulasinicialmente obtidas pela caracterizacao observando-se apresenga de grumos ou
precipitados. Em seguida, as nanoparticulas que apresentaram aspecto homogéneo foram
caracterizadas segundo o tamanho de particula, indice de polidispersao (PDI) e carga de
superficie(potencial zeta). Os resultados da caracterizacdo podem ser observados na Tabela 1.
Em relagdo ao tamanho foram verificados valores entre 254 e 495nm dependendo da
quantidade de fucana presente.Valores baixos do indice de polidispersdo foram obtidos. Em
relacdo ao potencial zeta foi observado que todas as formulagdes apresentaram carga de
superficie negativa. Além disso, houve uma diminui¢do dos valores quando ocorreu aumento
no percentual da fucana, atingindo o maximo de -55.3 para aquelas nanoparticulas que

continham 100% do polissacarideo.

Tabela 2- Caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas de PIBCA revestidas com fucana
em diferentes concentracgdes (0, 25 e 100%).

NP-PIBCA Tamanho (nm) PDI + DP Potencial Zeta
AEP-Fuc0 254,4+£52 0,26 £ 0,05 -55+0,3
AEP-Fu25 351,2+4,7 0,104 + 0,02 -332+04
AEP-Fuc100 4954+ 17,6 0,11 +0,09 -553+14

* AEP-FucO representa 0% de fucana e 100% de dextrana; AEPfuc25 representa 75%
de dextrana e 25% de fucana; AEP-Fuc100 representa 0% de dextrana e100% de fucana.

Ap0s caracterizagdo, a estabilidade das nanoparticulas foi avaliada frente ao meio de
cultura (RPMI) que seria utilizado na avaliacdo da citotoxicidade. Nao foi observada a
formagdo de precipitados ou agregados de nenhuma das nanoparticulas apds contato com o
meio de cultura. Este fato mostra que as nanoparticulas permaneceram estaveis apos contato
com meio de cultura utilizado. Para teste de citotoxicidade os macrofagos foram transferidas
para placa de 96 pogcos (1 x 10° células/pogo). Em seguida as nanoparticulas foram

adicionadas e incubadas por 48 horas. Apos incubagao 20uL do MTT (S5mg/mL) foi
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adicionado e apo6s 2 horas os cristais de Formazan formados pelas células vivas foram
dissolvidos em DMSO e quantificados em leitor de Elisa. A figura 2 indica as ICs, obtidas
paras as formulagdes contendo25 e 100% de fucana (AEP-Fuc-25 e AEPFuc-100) e sem
fucana (AEP-/Fuc-0).

14

|

IC5q (ug/mL)

o - ! T . - :
AEP AEP-Fuc-25 AEP-Fuc-100

Figura 3- Citotoxicidade de nanoparticulas revestidas com fucana expressa em 1Csy (ug/mL)
em macrofagos J774. AEP-FucO, AEP-Fuc25 e AEP-Fucl100. AEP-FucO representa 0% de
fucana e 100% de dextrana; AEPfuc25 representa 75% de dextrana e 25% de fucana; AEP-

Fuc100 representa 0% de dextrana e100% de fucana.
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8 DISCUSSAO

Nanoparticulas desenvolvidas apresentaram caracteristica fisico-quimica dentro do
esperado. Em relagdo ao tamanho observou-se que o aumento da concentragdo da fucana
influenciava diretamente o tamanho das particulas passando de 254.4 £ 5.2nm para 4954 +
17.6nm nas formulagdes sem fucana e com 100%respectivamente. O indice de polidispersao
(PDI) apresentou valores baixos o que indica homogeneidade no tamanho das particulas.
Segundo a literatura, valores abaixo de 1.0 para o PDI indicam formula¢des homogéneas. O
potencial a zeta houve uma diminuicdo com o aumento do percentual do polissacarideo na
formulagdo, ou seja, tornou a superficie mais negativa. Como a fucana ¢ um polissacarideo
que apresenta carga negativa, devido aos grupamentos sulfatos presentes na sua estrutura,
uma vez que esse resultado era esperado. Os resultados estdo de acordo com dados anteriores
descritos por Lira et al, (2011), os quais verificaram que as formulagdes de nanoparticulas
foram estdveis com todos os percentuais de fucana.O tamanho das nanoparticulas preparadas
pela AEP foi aumentado de 193 £ 4 nm a 399 + 0,7 nm, quando a concentra¢ao de fucana
aumentou de 25% para 100% respectivamente. Apesar das mudancgas significativas no
tamanho, o indice de polidispersdo apresentou valores baixos o que indica homogeneidade no
tamanho das particulas. Do mesmo modo, a carga da superficie também foi influenciada pela
quantidade de fucana, ocasionando diminui¢do. LIRA et al., (2011) também analisou outro
método de polimerizacdo, o emulsdo por Redox (RREP), e da mesma forma observou
aumento do tamanho da particula e diminui¢do da carga da superficie com o aumento da
concentragdo da fucana. As formulagdes permaneceram estaveis em meio de cultura (RPMI)
ndo apresentando formacdo de agregados ou precipitacdo. Na avaliacdo da citotoxicidade,
observou-se que as nanoparticulas obtidas ndo foram tdxicas para as células, uma vez que os
valores de ICsy foram maiores que 10u/mL e ndo houve diferenga estatistica entre as

formulagdes, sugerindo que ndo foi citotdxica na faixa de estabilidade do meio de cultura.
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9 CONCLUSAO

As nanoparticulas revestidas com diferentes percentuais de fucana foram preparadas
apresentando caracteristicas fisico-quimicas adequadas para o revestimento da superficie.
Observou-se que as nanoparticulas apresentam tamanho e carga da superficie que variaram de
acordo com o percentual de fucana inserido na formulagdo, tornando-se maiores € mais
negativas, a medida que o percentual de fucana aumentava sugerindo que a mesma
encontrava-se na superficie das nanoparticulas. As formulagdes permaneceram estaveis no

meio de cultura e apresentaram valores de ICsyndo toxicos para os macroéfagos J774.



29

REFERENCIAS

ALLEN, T. M.; CULLIS, Pieter R. Liposomal drug delivery systems: From concept to
clinical applications. Advanced Drug Delivery Reviews, Amsterdam, v. 65, n. 1, p.36-48,
jan. 2013.

ARAUIJO, et al. Preparation of polymeric Nanoparticles By Polymerization of Monomers.
Colloid Surf: B Biointerfaces, Amsterdam, v. 72, p.48, 2009.

ARMATAS,G.S.; KANATZIDIS,M.G.Mesostructuredgermanuim with cubic pore symmitry.
Nature, London, v. 441, n.7097, p.1125-5, jun. 2006.

BATISTA, C. M.; CARVALHO, C. M. B.; MAGALHAES, N. S.S. Lipossomas e suas
aplicagdes terapéuticas: estado da arte. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, Sao
Paulo, v. 43, n. 2, p.167-179, jun. 2007.

BILAN, et al., Preliminary investigation of a highly sulfated galactofucan fraction isolated
from the brown alga Sargassum polycystum. Carbohydrate Research, Amsterdam, v. 377,
p-48-57, ago. 2013.

CHAUVIERRE, C. et al. Novels of poly (isobutyl cyanoacrylate) nanoparticles decorated
with polysaccharides. Pharmaceutical Research, Stuttgart, v. 20, n. 11, p. 1786-1787, Nov.
2003.

CHOL, J. et al. Effect of fucoidan on aspirin-induced stomach ulceration in rats. Chemico-
biological Interactions, Amsterdam, v. 183, n. 1, p.249-254, jan. 2010.

CUMASHI, A. et al. A comparative study of the anti-inflammatory, anticoagulant,
antiangiogenic, and antiadhesive activities of nine different fucoidans from brown
seaweeds. Glycobiology, Oxford, v. 17, n. 5, p.541-552, 12 fev. 2007.

DELMAS, T. et al., Preparation and characterization of highly stable lipid nanoparticles with
amorphous core of tuneable viscosity. Journal Of Colloid And Interface Science, Orlando,
v. 360, n. 2, p.471-481, ago. 2011.

DREADEN,E.C. et al., A the golden age: gold nanoparticles for biomedicine. Chemical
Society Reviews, London, v.41, n.7, p.2740, 2012.

DUNCAN, R.; GASPAR, R. Nanomedicine(s) under the microscope. Mol. Pharm,
Washington, v. 8,p. 210141, 2011.

DENIZOT,L.Rapid colorimetric assay for cell growth and survival. Modifications tothe tetraz
oliumdye procedure giving improved sensitivity and reliability. J. Immunol methods,
Amsterdam, v.22, n.2, p.271-7, may.1986.

EDWARDS, K. A.; BAEUMNER, A. J. Liposomes in analyses.Talanta, London, v. 68, n.5,
p.1432-1441, 2006.

GREF, R. et al., Nanoesferas poliméricas de grande circulacdao biodegradéaveis. Ciéncia, V.
263,p. 1600-1603, mar,1994.



30

GUZMAN, M.G.; DILLE, J.; GODET, S. Synthesis of silver nanoparticles by chemical
reduction method and their antibacterial activity. International Journal of Chemical and
Biomolecular Enginnering, v.2, p.104-111, 2009.

FENG et al. Conjugated polymer nanoparticles for drug delivery and imaging. ACS Appl.
Mater. Interfaces, Washington, v.2, p. 2429-2435, agost.2010.

HUANG, Y. et al. Preparation and Characterization of Antioxidant Nanoparticles Composed
of Chitosan and Fucoidan for Antibiotics Delivery. Marine Drugs, Basel, v. 12, n. 8, p.4379-
4398, jul. 2014.

HUYNH, N.T. et al. Lipid nanocapsules: A new platform for nanomedicine. International
Journal Of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 379, n. 2, p.201-209, set. 2009.

JAIN, P. K.; EL-SAYED, I. H.; EL-SAYED, M. A. Au nanoparticles target cancer. Nano
Today, [s.1.], v. 2, n. 1, p.18-29, fev. 2007.

KHEMTONG, C., KESSINGER, C.W.; GAO, J. Polymeric Nanomedicine for Cancer MR
Imaging and Drug Delivery. Chemical communications, Cambridge, v. 28, n.24, 2009.

KOUCHAKZADEH, H. et al. Optimization of an anti-HER2 monoclonal antibody targeted
delivery system using PEGylated human serum albumin nanoparticles. International
Journal Of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 447, n. 1-2, p.62-69, abr. 2013.

KOUCHAKZADEH, H. et al. Optimization of an anti-HER2 monoclonal antibody target
delivery system using PEGylated human serur albumin nanoparticles. International Journal
of Pharmaceutics, Amsterdam, v.447, p. 62-69, 2013.

KREUTER, J. Nanoparticles-a historical perspective. International Journal Of
Pharmaceutics, Amsterdam, v. 331, n. 1, p.1-10, fev. 2007.

KREUTER, J. Nanoparticulate systems for brain delivery of drugs. Advanced Drug Delivery
Reviews, Amsterdam, v. 47, n. 1, p.65-81, mar. 2001.

KUMAR, S. P. et al. Antioxidants studies of chitosan nanoparticles containing naringenin an
their cytotoxicity effects in lung cancer cells. International Journal of Biological
Macromolecules, Amsterdam, v. 78, p.87-95, 2015.

KUSTERS, J.G.; VAN, V. A.; KUIPERS E.J. Pathogenesis of Helicobacter pylori infection,
Rev Clin Microbiol, Washington, v.19, n.3, p. 449-90, 2006.

LAINE, A. L. et al. Conventional versus stealth lipid nanoparticles: Formulation and in vivo
fate prediction through FRET monitoring. Journal Of Controlled Release, Amsterdam, v.
188, p.1-8, ago. 2014.

LEE, J. H.; YEO, Y. Controlled drug release from pharmaceutical nanocarriers. Chemical
Engineering Science, London, v. 125, p.75-84, mar. 2015.

LEMARCHAND, C.; GREF, R.; COUVREUR, P. Polysaccharide-decorated
nanoparticles. European Journal Of Pharmaceutics And Biopharmaceutics, Stuttgart, v.
58, n. 2, p.327-341, set. 2004.



31

LIRA, M.C.B. et al. Cytotoxicity and cellular uptake of newly synthesized fucoidan-coated
nanoparticles. European Journal Of Pharmaceutics And Biopharmaceutics, Stuttgart, v.
79,n. 1, p.162-170, set. 2011.

LIN, et al., Development of pH-responsive chitosan/heparin nanoparticles for stomach-
specific anti-Helicobacter pylori therapy. Biomaterials, Guilford-England, v. 30, n. 19,
p.3332-3342, jul. 2009

MANSOUR, H.M., RHEE, Y.S., WU, X. Nanomedicine in pulmonary delivery. Int.
J.Nanomedicine, Auckland, v.4, p.299-319, dez.2009.

MOHANRAJ, V.J.; CHEN, Y. Nanoparticles - A Review. Tropical Journal of
Pharmaceutical Research, Benin City-Nigeria, v.5, p. 561-573, 2006.

MORA-HUERTAS, C.; FESSI, H.; ELAISSARI, A. Polymer-based nanocapsules for drug
delivery. International Journal Of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 385, n. 1-2, p.113-142,
jan. 2010.

MORLI, Y. et al. Antiviral activity of silver nanoparticle/ chitosan composites against
HI1Nlinfluenza A virus. Nanoscale Research Litters, New York, v.8, n.93, p.1-6, 2013.

MUNOZ, F.; ALICI, G.; LI, W. A review of drug delivery systems for capsule
endoscopy. Advanced Drug Delivery Reviews, Amsterdam, v. 71, p.77-85, maio 2014.

NASONGKLA et al. Multifunctional polymeric micelles as cancer-targeted, MRI-
ultrasensitive drug delivery systems, Nano letters, New York, v.6, p.2427-2430, out. 2006.

NEEDHAM,D.etal.;Repulsiveinteractionsandmechanicalstabilityofpolymergraftedlipidme
mbranes. Biochim. Biophys. Acta, Amsterdam, v. 1108, p. 40-48, 1992.

NEW, R.R.C. (Ed.).Liposomes: A practical approach. Oxford: Oxford University Press,
1990. p. 432.

NICOLAS, J. ; COUVREUR, P. Synthesis of poly(alkyl cyanoacrylate)-based colloidal
nanomedicines. Rev. Nanomed. Nanobiotechnol, Hoboken, v.1, p.111 ,2009.

OWENSIIIL, D.; PEPPAS, N. Opsonization, biodistribution, and pharmacokinetics of
polymeric nanoparticles. International Journal Of Pharmaceutics, Amsterdam, v. 307, n. 1,
p.93-102, 3 jan. 2006.

PUISIEUX, F. et al. (Eds.). Liposomes, new systems andnew trends in their applications.
Paris: Editions de Santé,1995. p.266.

PENG, et al., Interleukin 17-Producing yd T Cells Increased in Patients with Active
Pulmonary Tuberculosis. Cellular & Molecular Immunology, Pequin, v. 5, n. 3, p.203-208,
jun. 2008. Springer Nature.

QIN, Y. et al., Near-infrared light remote-controlled intracellular anti-cancer drug delivery
using thermo/pH sensitive nanovehicle. Acta Biomaterialia, Oxford, v. 17, p.201-209, abr.
2015.

RABASCO, A. M. Novas formas de administraciéon de medicamentos. In: VILA JATO, Jose
Luis (Ed.). Tecnologiafarmacéutica: formas farmacéuticas. Madri: Sintesis, v.2, p. 379-
445, 1997.



32

RANGEL et al. Micellarsolubilization of drugs. J. Pharm. Pharm. Sci. New York, v.41,n.2,
p.147-65 abr/jun. 2005.

ROGERS, J. V. et al. A Preliminary Assessment of Silver Nanoparticle Inhibition of
Monkeypox Virus Plaque Formation. Nanoscale Research Letters, v. 3, n. 4, p.129-133, abr.
2008.

ROMBERG, B.; HENNINK, W.E G. STORM. Sheddablecoatings for long-circulating
Nanoparticles, Pharmaceutical Research, Sttutgard, v. 25, n.1, p.55-71, jan. 2008.

ROY, I.; V1J, N. Nanodelivery in airway diseases: Challenges and therapeutic
applications. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine,
New York, v. 6, n. 2, p.237-244, abr. 2010.

SAGRISTA, M.L.;MORA,M.; MADARIAGA, M. A. Surface modified liposomes by coating
with charged hydrophilic molecules. Cell. Mol. Biol. Lett., Washington, v. 5, p. 19-33, 2000.

SAKATA, S. et al., Programmingcontrolofintelligentdrug releases in response to single
andbinaryenvironmentalstimulationsignalsusing sensor and electro responsive
hydrogel. Radiat. Phys. Chem., Amsterdam, v.76, p.733-737, 2007

SAPRA, P.; ALLEN, T.M. Ligand-targeted liposomal anticancer drugs. Progress In Lipid
Research, Oxford, v. 42, n. 5, p.439-462, set. 2003.

SAVLA, R.; MINKO, T. Nanotechnology approaches for inhalation treatment of
fibrosis. Journal Of Drug Targeting, London, v. 21, n. 10, p.914-925, ago. 2013.

SCHAFFAZICK et al., Caracterizacao e estabilidade fisico-quimica de sistemas poliméricos
nanoparticulados para administracdo de farmacos. Quimica Nova, [s.l.], v. 26, n. 5, p.726-
737, out. 2003.

SEZER, A.D. et al. The use of fucosphere in the treatment of dermal burns in
rabbits. European Journal Of Pharmaceutics And Biopharmaceutics, Stuttgard, v. 69, n.
1, p.189-198, maio 2008.

SHIN, W K. et al. Cross-linked Composite Gel Polymer Electrolyte using Mesoporous
Methacrylate-Functionalized SiO2 Nanoparticles for Lithium-Ion Polymer Batteries.
Scientific Reports, London, v.6 , p.263326, 2016.

SILVA, T. H. et al. Marine algae sulfated polysaccharides for tissue engineering and drug
delivery approaches. Biomatter, Austin, v. 2, n. 4, p.278-289, out. 2012.

SINGH, M.; O'HAGAN, D. T. Recent advances in veterinary vaccine
adjuvants. International Journal For Parasitology, Oxford, v. 33, n. 5-6, p.469-478, maio
2003.

STRYER,L. Bioquimica. 6.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2007.

TORCHILIN, V.P. Drugtargeting. Eur. J. Pharm. Sci.,Amsterdam, p.s81-s91, 2000.

TORCHILIN, V.P. Recent advances with liposomes as pharmaceutical carrier. Nature Rev.
Drug Disc., London, v. 4, p. 145-160, 2005



33

TRAVAN, A. et al. Non- cytotoxic Silver Nanoparticle Polysaccharide. Biomacromolecules,
v.10, n.6, p.1429- 1435, abril 2009.

USOV,A.L.,BILAN, M.I. Fucoidans — Sulfated polysaccharides of brown algae. Russian
Chemical Reviews, v.78, p.785-799, 2009.

VALETTI, S. et al., Peptide-functionalized nanoparticles for selective targeting of pancreatic
tumor. Journal Of Controlled Release, [s.l.], v. 192, p.29-39, out. 2014.

VEMURLI, S.; RHODES, C.T. Preparation and characterization of liposomes as therapeutic
delivery systems: a review. Pharmaceutica Acta Helvetiae, v. 70, n. 2, p.95-111, jul. 1995.

WEBSTER, D. M.; SUNDARAM, P.; BYRNE, M. E. Injectable nanomaterials for drug
delivery: Carriers, targeting moieties, and therapeutics. European Journal Of
Pharmaceutics And Biopharmaceutics, Amsterdam, v. 84, n. 1, p.1-20, maio 2013.

WHITTERS, C.J. et al. Dental materials: 1997: literature review. Journal Of Dentistry, v.27,
n.6, p. 401-435, ago, 1999.

YANG, L. et al. Dual responsive copolymer micelles for drug controlled release. Journal Of
Colloid And Interface Science, v. 350, n. 1, p.22-29, out. 2010.

ZAFAR, N.; FESSI, H.; ELAISSARI, A. Cyclodextrin containing biodegradable particles:
From preparation to drug delivery applications. International Journal Of
Pharmaceutics, Amsterdam, v. 461, n. 1-2, p.351-366, jan. 2014.

Z0OU,X. et al., A mesoporous germanium oxide witch crystalline pore walls and its chiral
derivative . Nature, London, v.437, n.7059, p. 716-9, sep. 2005.

ZVYAGINTSEVA, T. N. et al. Inhibition of complement activation by water-soluble
polysaccharides of some far-eastern brown seaweeds. Comparative Biochemistry And
Physiology Part C: Pharmacology, Toxicology and Endocrinology, Oxford, v. 126, n. 3,
p.209-215, jul. 2000.





