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RESUMO

A utilizacdo de polissacarideos vem sendo descrita como uma alternativa exitosa no
desenvolvimento de nanossistemas para se alcancar sitio-especificos. A levana ¢ um
exopolissacarideo que pode ser produzida por alguns micro-organismos. Ela possui varias
atividades bioldgicas entre essas imunoestimulante, substituto de plasma sanguineo, agente
prolongador da agdo de farmacos, dentre outras. O presente trabalho visou desenvolver
nanoparticulas do polimero Isobutilcianoacrilato (PIBCA) revestidas com levana. O estudo
iniciou a partir da obtencao da levana (pela fermentagao da Zymomonas mobilis), liofilizacao e
em seguida sua utilizacdo para o desenvolvimento das nanoparticulas (Np-Lev). As Np-Lev
foram obtidas utilizando o PIBCA, pela técnica de polimeriza¢ao por emulsao anionica, ¢ foram
caracterizadas quanto ao tamanho, potencial zeta e anélise morfoldgica. Tanto as Np-Lev como
a levana foram caracterizadas por meio de difragao por raio-X, espectroscopia de infravermelho
e analise termogravimétrica. Foram realizados os estudos de estabilidade a longo prazo, sob
condi¢des forcadas e ciclo congelamento/descongelamento para verificar as condi¢des de vida
de prateleira das NP-Lev. Ademais, foi avaliada a citotoxicidade e a captura celular das Np-
Lev em células do tipo MDA-MB-231 (células de cancer de mama) ¢ BI6F10 (células de
melanoma). Foi evidenciada a obtencdo de nanoparticulas inéditas: obtidas por levana e o
PIBCA. Foi possivel obter 24g de levana por litro de caldo fermentado. As nanoparticulas
revestidas pela levana apresentaram formas esféricas, tamanho de 243,9 + 2,3 nm, potencial
zetade -12+0,7mV. Pela técnica de espectroscopia de energia dispersa, o carbono e o oxigénio
foram os elementos quimicos encontrados nas Np-Lev. Na andlise de infravermelho foram
observados que as Np-Lev apresentaram uma extensa banda referente ao grupamento OH e uma
banda que deve-se a dgua formada. Essas bandas sdo também evidenciadas nos espectros da
levana. Na analise termogravimétrica observa-se que a temperatura nas Np-lev aumenta no
inicio da degradagdo térmica (em torno de 5-6°C) comparada a levana e pela calorimetria
diferencial de varredura tanto a levana como as Np-Lev apresentam curvas caracteristicas de
eventos endotérmicos e exotérmicos correlacionados a temperatura com a degradacdo das
amostras. Pela andlise de difracdo de raio-X, em ambas amostras, os picos de cristalinidade
foram semelhantes, sendo que a Np-Lev apresentou um pico a 6,18e, diferente da levana que
nao apresenta pico abaixo de 10e. Foram obtidas nanoparticulas estaveis de acordo com suas
caracterizagdes e quando armazenadas sob temperatura ambiente ou sob refrigeragdo,
apresentando instabilidade quando submetidas a altera¢des constantes de temperaturas durantes
as primeiras 48 horas (ciclo congelamento/descongelamento). As Np-Lev foram mais
citotoxicas que a levana, provavelmente por facilitar a internalizacdo das nanoparticulas no
interior das células, com isso favorecendo a atividade antiproliferativa da levana. Assim, foi
verificado que a levana produzida pode ser utilizada para producdo de nanoparticulas de
PIBCA, que essas Np-Lev apresentaram estabilidade durante sete meses (sob temperatura
ambiente e refrigeracdao) e também tiveram atividade anticarcinogénica frente a linhagens de
células de cancer de mama e melanoma.

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas; exopolissacarideo; fermentacdo; zymomonas

mobilis; poli-isobutilcianoacrilato.



ABSTRACT

The use of polysaccharides has been described as a successful alternative in the development
of nanosystems to reach specific sites. Levan is an exopolysaccharide that can be produced by
some microorganisms. It has several biological activities, including immunostimulant, blood
plasma substitute, drug action prolonging agent, among others. The present work aimed to
develop nanoparticles of the polymer Isobutylcyanoacrylate (PIBCA) coated with levan. The
study started from the acquisition of levan (by fermentation of Zymomonas mobilis),
lyophilization and then its use for the development of nanoparticles (Np-Lev). Np-Lev were
obtained using PIBCA, by the anionic emulsion polymerization technique, and were
characterized in terms of size, zeta potential and morphological analysis. Both Np-Lev and
levan were characterized by X-ray diffraction, infrared spectroscopy and thermogravimetric
analysis. Long-term stability studies were performed under forced conditions and freeze/thaw
cycle to verify the shelf life conditions of NP-Lev. Furthermore, the cytotoxicity and cellular
uptake of Np-Lev in MDA-MB-231 (breast cancer cells) and B16F10 (melanoma cells) cells
were evaluated. The obtaining of novel nanoparticles was evidenced: obtained by levana and
PIBCA. It was possible to obtain 24g of levan per liter of fermented broth. The levan coated
nanoparticles showed spherical shapes, size of 243.9 + 2.3 nm, zeta potential of -12 £ 0.7mV.
Using the dispersed energy spectroscopy technique, carbon and oxygen were the chemical
elements found in Np-Lev. In the infrared analysis, it was observed that the Np-Lev presented
an extensive band referring to the OH group and a band that is due to the water formed. These
bands are also evident in the levan spectra. In the thermogravimetric analysis it is observed that
the temperature in the Np-lev increases at the beginning of the thermal degradation (around 5—
6°C) compared to the levan and by the differential scanning calorimetry both the levan and the
Np-Lev present characteristic curves of endothermic and exothermic events correlated with
temperature and sample degradation. By the X-ray diffraction analysis, in both samples, the
crystallinity peaks were similar, and the Np-Lev showed a peak at 6.18e, different from the
levan that does not present a peak below 10e. Stable nanoparticles were obtained according to
their characterizations and when stored at room temperature or under refrigeration, showing
instability when subjected to constant temperature changes during the first 48 hours
(freeze/thaw cycle). Np-Lev was more cytotoxic than levan, probably because it facilitates the
internalization of nanoparticles inside the cells, thus favoring the antiproliferative activity of
levan. Thus, it was verified that the levan produced could be used for the production of PIBCA
nanoparticles, that these Np-Lev were stable for seven months (at room temperature and
refrigeration) and also had anticarcinogenic activity against breast and breast cancer cell lines
melanoma.

Keywords: polymeric nanoparticles; exopolysaccharide; fermentation; zymomonas mobilis;
polyisobutylcyanoacrylate.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia farmacéutica vem crescendo cada vez mais com a introducdo dos
diversos nanossistemas. Dentre estes, as nanoparticulas poliméricas tém se destacado devido a
facilidade dos métodos de obtengdo, a variedade de polimeros e as moléculas adicionadas a
superficies que podem atribuir propriedades de direcionamento dessas nanoparticulas a sitios-
alvo (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; YADAYV et al., 2019). Segundo Alexander e
colaboradores (2016) os polimeros utilizados para obtencdo das nanoparticulas podem ser de
origem natural ou sintética, devendo ser biodegradaveis e biocompativeis.

Cancino, Marangoni e Zucolotto (2014) e Alvarenga e colaboradores (2022) sugerem
que o uso da nanotecnologia oferece oportunidades para o desenvolvimento de novas estratégias
em termos de prevengao, diagnostico e tratamento de diversas patologias, tais como a COVID-
19 e o cancer. A afirmagao dos autores ¢ facilmente confirmada a partir do elevado nimero de
artigos cientificos com a tematica nanotecnologia e COVID-19 encontrados na literatura
(TAVARES et al.,, 2022; YANG, 2021; MEHTA et al., 2020; SHIN et al., 2020) e
nanotecnologia e cancer (SONG; ANSELMO; HUANG, 2019; ZHANG et al., 2019; ZHANG
et al., 2020; JIN et al., 2020).

Além das publicagdes, observa-se o desenvolvimento de diversos produtos com base
nanotecnologica, como foi recentemente descrito por Cavalcanti e Nogueira (2020) e Tavares
e colaboradores (2022). O uso da nanotecnologia, especificamente dos nanossistemas de
liberacdo controlada, torna-se uma estratégia tecnoldgica valiosa para lidar com alguns dos
principais entraves na pesquisa pré-clinica e clinica dessas doengas. Um dos caminhos
promissores € o uso de nanossistemas para liberacdo pulmonar, especificamente para o
direcionamento aos macrofagos alveolares. Seguindo esta ideia, foi desenvolvido o Novochizol,
que sdo nanoparticulas de quitosana, um polissacarideo, voltado para aplicagdo em aerosol
(NOVOCHIZOL, 2020). Além da quitosana, véarios polissacarideos sdo utilizados no
desenvolvimento de nanossistemas, a fim de agregar alguma funcionalidade, a exemplo da
levana.

A levana ¢ um exopolissacarideo, pode ser produzido por varios micro-organismos, tais
como a Zymomonas mobilis (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005; MELO et al., 2006). Esse
polissacarideo ¢ utilizado pelas industrias por suas propriedades de fixa¢dao de cores e sabores,
espessante, emulsificante e estabilizante (SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011), além

de apresentar atividade anticarcinogénica, tanto in vivo como in vitro sem desenvolver a
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citotoxicidade apresentada pelos agentes antineoplasicos tradicionais utilizados (BEZERRA,
2011; JACOME-JUNIOR, 2006; CALAZANS et al., 2000). Além disso, apresenta atividade
imunoestimulante, substituto de plasma sanguineo e agente prolongador da acao de farmacos
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005). Desse modo, devido ao potencial de suas aplicagdes
biologicas, a levana torna-se um polissacarideo atrativo no desenvolvimento de nanossistemas
para carrear fAirmacos direto a células alvo.

A utilizagdo de polissacarideos vem sendo descrita como uma saida exitosa no
desenvolvimento de nanossistemas para se alcangar um alvo (LIRA et al.,, 2011; LIRA-
NOGUEIRA, et al., 2022). Estes polimeros sdo candidatos promissores para o controle de
doengas, por estarem presentes na superficie celular e interferirem no fendmeno de
reconhecimento celular normal. Diante da atividade promissora da levana, este trabalho teve
como objetivo a utilizagdo da levana para o desenvolvimento de nanoparticulas com

Isobutilcianoacrilato.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanotecnologia farmacéutica

A nanotecnologia ¢ definida como ciéncia de manipular estruturas em nanoescala (1 a
1000 nandmetros) que podem ser usadas em varios produtos (FDA, 2020). Essa ciéncia vem
sendo considerada um grande avango nas mais diversas areas, tendo em vista suas variadas
aplicagdes como encapsulamento de farmacos, compostos bioativos em alimentos,
nanosensores, cosméticos, desenvolvimento de novos materiais na area médica e diagnostica,
eletronica, entre outras (GERASSI, 2016).

Os nanossistemas permitem o aumento da eficicia terapéutica do farmaco com o
aumento da sua solubilidade, protecdo contra degrada¢do enzimatica, aumento do intervalo
entre as doses e/ou diminuicao de efeitos adversos (PRASAD et al., 2018, APOLINARIO et
al., 2020). A utilizacdo da nanotecnologia na medicina permite que os instrumentos e
metodologias tradicionais de andlise sejam melhoradas a cada nova descoberta; além disso, a
possibilidade de incorporagcdo de varios tipos de moléculas na superficie de uma unica
nanoparticula permite a adicdo de propriedades adicionais ao nanomaterial (CANCINO;
MARANGONI; ZUCOLOTTO, 2014).

Para o desenvolvimento dos nanossistemas com alta especificidade, sejam quais forem
as aplicacdes, se faz fundamental as seguintes caracteristicas: estabilidade, dispersdo de
tamanho, morfologia, carga superficial e toxicidade, para que os resultados desejados sejam
alcancados (CANCINO; MARANGONI; ZUCOLOTTO, 2014; PRASAD et al., 2018).
Acredita-se que essa ciéncia vem avangando na quantidade de produtos nas mais diversas areas
devido a variedade de nanossistemas, tais como micelas, lipossomas, nanoparticulas
poliméricas, nanoemulsdes, dentre outros (GERASSI, 2016). No quadro 1 pode-se observar a

defini¢do de alguns nanossistemas.
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Quadro 1 — Alguns nanossistemas e sua defini¢ao.

Nanossistema Definicao

Lipossomas Estruturas esféricas, formadas por moléculas anfifilicas, geralmente
fosfolipidios. Consistem em uma ou mais bicamadas de fosfolipidios

que envolvem um nucleo aquoso (GARCIA, 2014; SINGH, 2016).

Nanoemulsao Uma mistura termodinamicamente estavel de agua, 6leo e uma ou
mais moléculas anfifilicas, que se montam espontaneamente em
goticulas de escala nanométrica (CANCINO; MARANGONI;
ZUCOLOTTO, 2014; SINGH, 2016).

Nanoparticulas Sao compostas de biopolimero, formadas a partir de polissacarideos
poliméricas e/ou proteina em meio acidificado, amplamente utilizadas para
encapsular. As caracteristicas dos complexos formados dependem
principalmente dos tipos e concentragdes dos biopolimeros
utilizados, bem como do pH da solugdo e da for¢a idnica

(CODEVILLA et al. 2015, SINGH, 2016).

Micelas Constituidas por moléculas anfifilicas de copolimeros, que formam
uma nanocapsula em meio aquoso. Possuem uma zona hidrofébica
no seu interior e uma capsula exterior hidrofilica, tem em média

diametros inferiores a 100 nm (GARCIA, 2014).

2.2 Nanoparticulas poliméricas

Dentre os nanossistemas existentes, as nanoparticulas poliméricas tém se destacado,
devido a facilidade dos métodos de obtencao e variedade de polimeros que podem atribuir
propriedades de direcionamento dessas nanoparticulas a sitios-alvo (CHAN et al., 2010;
YADAV et al., 2019). As nanoparticulas poliméricas apresentam tamanho menor que 1
micrometro, € podem se apresentar no formato de nanocapsulas ou nanoesferas (Figura 1). As
primeiras contém um invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, enquanto
que as nanoesferas ndo contém o6leo em sua constituicdo, mas sim uma matriz polimérica

(SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).



21

Figura 1 — Representacdo estrutural das nanoparticulas poliméricas.

Nanoparticulas poliméricas
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Adaptado de Cavalcanti 2021.

As nanoparticulas poliméricas possibilitam a encapsulagdo de fdrmacos hidrofilicos e
hidrofobicos, além de permitir o acoplamento de proteinas, polissacarideos, anticorpos, dentre
outros compostos, proporcionando o direcionamento ativo destes nanossistemas a sitios-alvo,
com isso potencializando o efeito terapéutico do farmaco e reduzindo a sua toxicidade
(KUMAR, 2010; ALEXANDER et al., 2016). Os polimeros utilizados para obtencao das
nanoparticulas podem ser de origem natural (animal, vegetal ou microbiano como colageno,
celulose e levana, respectivamente) ou sintética (como o PCL - policaprolactona, o PLGA -
acido poli(lactico coglicolico) e o PLA - poli(acido lactico). Os polimeros naturais apresentam
algumas desvantagens em relacdo aos sintéticos, como uma degradacdo aumentada devido
serem passiveis a degradac¢do in vivo por hidrdlise ou ataque enzimaticos (VILLANOVA;
OREFICE; CUNHA, 2010). Vale ressaltar que esses polimeros devem ser biodegradaveis e
biocompativeis (FERREIRA, 2013; ELMOWAFY; TIBONI; SOLIMAN, 2019).
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2.3 Isobutilcianoacrilato (IBCA)

O Isobutilcianoacrilato, derivado do alquil cianoacrilato, € um mondmero biodegradavel
que vem sendo utilizado no preparo de nanoparticulas por apresentar grande potencial como
nanocarreador para a liberacao de farmacos (OOWAKI et al., 2000; REECE; MAXEY; KRON,
2001; LIRA etal., 2011). Os alquilcianoacrilatos (ilustrado na Figura 2) foram obtidos em 1949,
entretanto, s6 em 1959 foram relatadas estas propriedades adesivas (SASKA; GASPAR;
HOCHULI-VIEIRA, 2009; OLIVEIRA et al., 2010).

Essas propriedades t€ém destaque em produtos com aplicagdo médica. Existem tipos
variados de cianoacrilato, tendo como diferencial o tamanho da cadeia, tais como: metil
(R=CH3), etil (R=CyHs), butil e isobutil (R=CsHy) e octil-cianoacrilato (R=CgHi7). Os
cianoacrilatos quando entram em contato com agua, ou em qualquer parte do corpo, acabam se
degradando em cianoacetato e formaldeido. Sabe-se que quanto maior for a cadeia lateral,
menor a velocidade de degradag@o e menor a histotoxicidade (SASKA; GASPAR; HOCHULI-
VIEIRA, 2009; LIRA-NOGUEIRA et al., 2022).

Figura 2 - Representacao quimica do alquilcianoacrilato.
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Fonte: Autora, 2022.

Procurando obter nanoparticulas matriciais oriundas de outros derivados do alquil
cianoacrilato, foi desenvolvida uma técnica simples para a producao das nanoparticulas, e que
despertou o interesse por esses polimeros na obtencdo de sistemas de liberagdo de inumeros
agentes farmacologicos, proteinas, peptideos e DNA (COUVREUR et al. 1979, HUANG;
CHEN; LEE, 2009; REN et al., 2011;). Além da obten¢ao dessas nanoparticulas apresentar um
preparo simples e ser possivel a transposicdo em escala industrial, esses mondmeros sdao

biocompativeis e biodegraddveis, que segundo a FDA (FOOD AND DRUG
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ADMINISTRATION) sdo -caracteristicas fundamentais para um mondmero (BEHAN;
BIRKINSHAW; CLARKE, 2001; VAUTHIER et al., 2003; SASKA; GASPAR; HOCHULI-
VIEIRA, 2009; CAVALCANTI et al., 2022).

A caracteristica de biodegradacdo do mondmero sintético ¢ de suma importancia, pois

garante que, apos a liberacdo do farmaco, o mondmero seja degradado e ndo se acumule no

organismo, o que minimiza os efeitos de toxicidade. No caso do poli(n-butil-cianoacrilato) sua

degradacao ocorre através da hidrolise dos grupos alquil devido a agdo das esterases, com isso

aumentando a hidrofilicidade do mondmero até ele que se torne totalmente solivel em agua

(HILLAIREAU; COUVREUR, 2009; LIRA-NOGUEIRA et al., 2022; CAVALCANTI et al.,

2022).

As nanoparticulas de IBCA podem ser obtidas a partir de trés métodos:

Polimerizagdo por emulsdo aniénica (AEP) - E uma técnica que se baseia na
solubilizacdo do polissacarideo em dgua, sob agitagcdo (tendo como fun¢do de doar ions
hidroxilas que servirdo como iniciadores, assim como os ions hidroxilas da agua). O pH
do meio deve ser acido para favorecer a formagao dos ions, podendo ser utilizado para
corrigir o pH (ideal que o pH seja entre 2 a 3) alguns 4cidos (tais como o cloridrico,
nitrico, citrico, entre outros). De forma que sob agita¢do o polimero ¢ adicionado ao
meio para iniciar o processo de polimerizacio (BERTHOLON et al., 2006;
BOUCHEMAL et al., 2008; LIRA et al., 2011).

Polimerizacdo por emulsdo de radicais redox (RREP) — Essa ¢ uma técnica de
polimerizacdo em cadeia que utiliza de radicais livres para a formagdao das
nanoparticulas (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009). A RREP ocorre em um meio
acido com a presenca de acido nitrico, o polissacarideo e o agente iniciador. Devido ao
pH extremamente acido, os mondmeros do aclcar ficam em uma conformagdo
parcialmente aberta, possibilitando a reagdo de oxidagdo causada por um iniciador.
Quando ocorre a oxidagdo, a cadeia do polissacarideo se divide criando radicais livres
em suas extremidades, possibilitando que os mondmeros do polimero se liguem e
comecem o processo de alongamento da cadeia desse novo co-polimero (BERTHOLON

et al., 2006; CHAUVIERRE et al., 2007).

Nanoprecipitagdo - Nessa técnica o 6leo e o composto ativo sdo dissolvidos em uma
solugdo organica (normalmente, misciveis em dgua em todas as proporg¢des, como a

acetona por exemplo) contendo o polimero. Logo ap0s, a solugdo vai para a fase aquosa
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com um surfactante hidrofilico e sob agita¢do. Entdo, instantaneamente, sdo formadas
as nanoparticulas através do efeito da difusdo do solvente para a fase aquosa e da
insolubilidade do polimero e do 6leo. No caso das nanoesferas o polimero insolivel na
mistura dgua-solvente precipita, € ha a incorporagao do principio ativo. Por outro lado,
para as nanocapsulas o deslocamento do solvente para a fase aquosa faz com que o
polimero deposite na interface das goticulas emulsificadas, tendo assim a formagao da
parede polimérica e assim o solvente ¢ retirado por evaporacdo (BERTHOLON et al.,

2006; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009; LIRA et al., 2011).

Dessa forma, ¢ sabido que cada técnica pode originar nanoparticulas com caracteristicas
estruturais diferentes, podendo influenciar no tamanho e nas interagdes das nanoparticulas com
o fluido biolégico (BERTHOLON et al., 2006; LIRA et al., 2011). Ainda ¢ importante destacar
que para a obten¢do dessas nanoparticulas é necessaria a utilizagdo de polimeros que estarao
presentes na superficie das nanoparticulas e irdo influenciar na sua carga superficial, como
também podem agir como agentes direcionadores a sitios-alvo e auxiliar na atividade do
farmaco (NEMATI et al., 1994; CHAUVIERRE et al., 2007; BOUCHEMAL et al., 2008;
LIRA-NOGUEIRA et al., 2022; CAVALCANTI et al., 2022).

2.4 Levana

Virios materiais tém sido utilizados como carreadores de farmacos, como polimeros
naturais e sintéticos, lipideos e surfactantes. Dentre eles, os polissacarideos tém ganhado uma
maior aten¢ao devido suas propriedades fisico-quimicas e biologicas (DALAGNOL, 2011). A
levana difere dos outros exopolissacarideos (EPS) por causa de sua estabilidade em varios
meios (estavel em meios quimicos, como em meios acidos e alcalinos), possui compatibilidade
com sais ¢ alta capacidade de retencao de dgua, além de boa biocompatibilidade (CHEN; GAO;
PLOEHN, 2014; SIQUEIRA et al., 2020).

E obtida pela reacdo de transfrutosilagio (ou seja, quando ocorre a transferéncia do
grupo frutosil da sacarose para uma cadeia de frutanas através da enzima Levanasacarase)
durante a fermentacao de culturas crescidas em meios ricos em sacarose. Esse EPS ¢ encontrado
em micro-organismos, como forma de reserva energética e defesa (CUNHA; DE PAULA;
FEITOSA, 2009; SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011). Pode ser sintetizado por
varios micro-organismos, tais como Acetobacter suboxydans, Aerobacter levanicum, Erwinia

herbicola, Streptococcus salivarius, Bacillus mesentericus, Bacillus subtilis, Bacillus
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polymyxa, Pseudomonas syringae ¢ Zymomonas mobilis (ERNANDES; GARCIA-CRUZ,

2005). Na Figura 3 ¢ observada a levana obtida pela fermentacao da Zymomonas mobilis.

Figura 3 - Levana apds sua purificagao.

Fonte: Autora, 2022.

Por ser de origem microbiana, esse polimero apresenta maior uniformidade nas suas
propriedades fisico-quimicas. Além disso, tem em sua estrutura carboidrato na forma furanose
(o que permite a adequacao final nas moléculas das reagdes) e tem maior flexibilidade desse
anel, o que acaba conferindo uma maleabilidade adicional a frutana, em contraste com a maioria
dos polissacarideos de reserva por terem rigido anel de piranose (MACIEL, 2008). Possui
massa molecular de cerca de 10’ Daltons (ERNANDES; GARCIA-CRUZ 2005) e
aproximadamente 60.000 unidades de frutose unidas por ligagdes B (2—6) sendo ilustrada na
Figura 4. Além disso, apresenta alta viscosidade, solubilidade em agua e 6leo, estabilidade ao

calor, aos 4cidos e bases (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005; MACIEL, 2008).
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Figura 4 — Estrutura § (2—6) da ramificagdo principal da levana.

Fonte: Adaptado de Ernandes e Garcia-Cruz, 2005.

Este biopolimero ¢ conhecido por possuir varias propriedades funcionais, sendo assim
bastante utilizado pelas industrias por suas caracteristicas de fixador de cores e sabores,
espessante, emulsificante e estabilizante (SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011), e sua
hidrélise produz frutose cujo potencial de adocar ¢ maior que a sacarose. Além disso, ¢
conhecido por apresentar diversas atividades bioldgicas como imunoestimulante, substituto de
plasma sanguineo, agente prolongador da acdo de farmacos (ERNANDES; GARCIA-CRUZ,
2005), caracteristica funcional devido aos seus beneficios ao trato intestinal (SILVA et al.,
2020), agente hipocolesterolémico (ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005; SILVA et al., 2020),
atividade antitumoral in vivo (contra tumores como sarcoma 180 e carcinoma de Erhlich em
ratos), € in vitro contra linhagens de células tumorais humanas (HepG2 e SNU-1, células do
figado e do sistema géstrico humano, respectivamente) sem acarretar a citotoxicidade
desenvolvida pelos agentes antineoplasicos tradicionais utilizados (BEZERRA, 2018;
AKTURK, 2022).

Esse EPS ja vem sendo utilizado para a obtengao de nanoparticulas e microparticulas
(SIQUEIRA et al., 2020). A levana foi utilizada no revestimento de nanoparticulas magnéticas
para a imobilizagdo de tripsina, também para a purificagdo de lectinas como a Cramoll e Con
A e imobilizacao de enzimas (ANDRADE, 2009; SILVA, 2015; ESKANDARI et al., 2021;

MUTLU et al., 2021). Costa e colaboradores (2019) verificaram através de um ensaio in vitro
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com macrofagos J774 que nanoparticulas poliméricas de levana apresentaram baixa
citotoxicidade. Assim, a levana é um polissacarideo atrativo no desenvolvimento de

nanossistemas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoparticulas de PIBCA e revestidas com levana.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram divididos em quatro grandes areas:

— Obtencao da Levana

® Produzir e purificar o exopolissacarideo levana;
e (aracterizar a levana utilizando as técnicas termogravimétricas, espectroscopia de

infravermelho (IV) e difragdo de raio-X;

— Obtengao das Nanoparticulas

e Desenvolver nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana;

e Caracterizar as nanoparticulas obtidas quanto ao tamanho, potencial zeta, IV, analises
termogravimétricas, difragdo de raio-X, analise morfologica e espectroscopia de energia
dispersiva (EDS);

e Avaliar a estabilidade das nanoparticulas de levana: a longo prazo, sob condi¢gdes forcadas e

estabilidade preliminar (ciclo congelamento/descongelamento);

- Avaliagdo in vitro das nanoparticulas
e Analisar a citotoxicidade das nanoparticulas em linhagem B16F10 e MDA-MB-231;
e Avaliar a captura celular das nanoparticulas em linhagem B16F10 e MDA-MB-231.

— Realizar um artigo de revisdo da literatura voltado para o desenvolvimento de nanoparticulas

de Poli(isobutilcianoacrilato).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtenc¢ao e purificacdo da levana

4.1.1 Manuteng¢do e cultivo do micro-organismo

A linhagem de Zymomonas mobilis utilizada foi a ZAG 12, pertencente a Colecao de
Micro-organismos do Departamento de Antibioticos da UFPE. Essa linhagem ¢ identificada no
laboratorio como UFPEDA241, seu cultivo ¢ em meio Standard de Swings & De Ley (SSDL)
(sacarose a 20,0 g/L, extrato de levedura 5,0g/L e pH 6,5), sob refrigeragao (4°C) e sua
manutengao € realizada por meio de repique a cada dois meses pelas profissionais técnicas do

Laboratério de Cole¢do de Micro-organismos do Departamento de Antibidticos da UFPE.

4.1.2 Obtencdo da levana

Para produgao do indculo com a linhagem de Zymomonas mobilis ZAG 12 foi utilizado
o meio SSDL modificado (100g/L de sacarose, 2,2 g/L. de extrato de levedura, 2,2 g/L de
KH>PO4, 0,55g/L. de MgS0O47H>0 e 1,1 g/ de (NH4)2SO4). Entretanto, o meio utilizado para
pré-fermentacao e fermentacgdo tiveram suas concentragdes de sacarose aumentadas para 110
g/L e 277 g/L, respectivamente (concentrando 11% baseado no meio do inodculo e na melhor
condicdo para obten¢do da levana, segundo Melo e colaboradores (2006) que foi de 250g/L de
sacarose) (LIMA, 2016; MELO et.al, 2006; CALAZANS et. al, 2000).

Em todas as passagens para o aumento do volume do indculo foi mantida a proporcao
de 10% (v/v) até se obter volume suficiente para inocular o meio de fermentagdo. Para esta
etapa, o caldo foi esterilizado nos respectivos frascos, para s6 entdo receber o volume de in6culo
correspondente aos 10% do volume final. A pré-fermentacao e fermentacao foram realizadas
em Erlenmeyers com volume de trabalho de 63,33 % (v/v). Apds a inoculacdo, na pré-
fermentagdo o meio foi incubado a 30°C, tendo seu cultivo estacionario e mantido por 24 horas.
J& na fermentacdo o meio foi incubado a 20°C, sob agitacdo 100 rpm, por 72 horas (Figura 5),
de acordo com o trabalho de Melo et. al. (2006), sendo esta a condi¢do estabelecida como a

melhor para a producao da levana. Todo esse processo segue ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Processo da fermentacdao da Zymomonas mobilis para obtencdo da levana. SSDL:
meio Standard de Swings & De Ley, T: temperatura; t: tempo.
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Fonte: Autora, 2022.

4.1.3 Extragdo e purificacdo de levana

Apds 72 horas de cultivo o caldo foi levado para a centrifugacdo a 25°C e 10.000 rpm
por 15 minutos (LIMA, 2016), para remo¢ao da massa celular, e logo apo6s foi submetido a
extracdo e purificacdo da levana pela adigcdo de etanol a 70 % (m/m) previamente resfriado a
4°C e deixado precipitar por 72 horas. As etapas de obtengdo e extracdo da levana foram
realizadas no laboratorio de Genética de Micro-organismos do Departamento de Antibioticos
da UFPE em colaboragdo com as professoras Cynthia Gisele de Oliveira Coimbra e Glaucia
Manoella de Souza Lima.

Uma solucdo concentrada de levana foi transferida para tubos Falcon, que foram
congelados por 12 horas em freezer a -80 °C e apds colocados no liofilizador (Liotop L108) por
24 horas, a -50 °C, com vacuo a 1720 mT. A liofilizacdo da levana foi realizada no Laboratorio

de Enzimologia-LABENZ da UFPE.
4.2 Desenvolvimento de nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana
As nanoparticulas foram obtidas pelo método de polimerizacdo em emulsdo anidnica in

situ, como realizado por Lira et al. (2011). A levana (50mg), previamente obtida, foi

solubilizada em SmL de 4gua ultrapura (Milli 0%, Millipore, USA) e acidificada com HCI (pH
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2,5). A solugdo ficou sob agitacdo magnética (1200 rpm), em temperatura ambiente, e logo em
seguida foram adicionados 50 pL. do mondmero isobutilcianoacrilato (IBCA). O material
permaneceu sob agitacdo, durante trés horas, para polimerizagao e formagao das nanoparticulas
de PIBCA revestida por levana. As nanoparticulas obtidas foram purificadas pelo método de
dialise (LIRA et al., 2011), através de membrana de didlise (Spectra-por® membrane 100.000
g/mol molecular weight cutoff, Biovalley, Marne la Vallée, France) em 1 litro de agua ultrapura.
A troca de agua foi realizada a cada 30 minutos (trés vezes), o sistema ficou sob agitagao (300
rpm) overnight. O mesmo processo foi realizado para a obtengdo das nanoparticulas de
dextrana.

As nanoparticulas de levana (Np-Lev) e as nanoparticulas de Dextrana (Np-Dex) foram
liofilizadas utilizando o liofilizador (Liotop L108) por 24 horas, a -50 °C, com vacuo a 1720
mT, sendo essa etapa realizada no Laboratorio de Enzimologia-LABENZ-UFPE.

4.3 Caracterizacido da levana e nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana

4.3.1 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros vibracionais da levana e das Np-Lev foram obtidos pelo espectrofotdmetro
com transformada de Fourier, Bruker (PerkinElmer, Spectrum 400) abrangendo a regido de
4000 a 400cm™’. Essa etapa foi realizada no Laboratério de Polimeros e Nanoestruturas (DEN-

UFPE).

4.3.2 Andlise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas (TG) e Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
(NETZSCH STA 449F3) da levana e das Np-Lev foram obtidas a partir da analise térmica
simultanea. Em cadinhos de aluminio, foram inseridos 5 mg das amostras, selados e analisados
na faixa da temperatura de 25°C a 500°C, usando taxa de aquecimento de 10°C/min. Os
resultados foram processados no Software Origin 8 (OriginLab Northampton, USA). As

analises foram realizadas no Laboratorio multiusuario do INTM na UFPE.
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4.3.3 Difragdo de Raio-X

Os difractogramas de raios X das amostras de levana e Np-Lev foram obtidos usando
um Shimadzu modelo XRD-7000, equipado com um gonidometro theta/theta e fonte de radiagao
Cu Ka (0,15419 nm). A tensdo e a corrente elétrica aplicadas foram de 40 kV e 30 mA,
respectivamente. A abertura da fenda utilizada para o feixe incidente na amostra foi de 0,6mm
com varredura de 26 = 5° a 50° numa razio de 2°min’'. Essa técnica é utilizada para conhecer
o tipo de estrutura cristalina de um polimero podendo levar a composi¢ao quimica desse cristal.

A andlise foi realizada no Laboratério multiusuario do INTM — UFPE.

4.4 Caracterizacio das nanoparticulas de PIBCA revestida com levana

4.4.1 Tamanho

O tamanho das nanoparticulas desenvolvidas foi analisado utilizando o equipamento
Zetasizer Nano ZS90 (Laboratorio de Nanotecnologia Farmacéutica da UFPE), sendo usado o
angulo de 90° e temperatura de 25°C. As nanoparticulas de levana foram diluidas em agua
ultrapura na proporcao de 1:20 v/v (triplicata). Os dados foram evidenciados pelo valor médio

e desvio padrdo.

4.4.2 Potencial Zeta

O potencial Zeta refere-se a carga de superficie das nanoparticulas sendo, juntamente
com o tamanho, dados importantes na caracteriza¢do de nanossistemas. O potencial zeta foi
determinado pelo equipamento Zetasizer Nano ZS90, a 25°C. As nanoparticulas foram diluidas
em agua ultrapura na proporg¢ao de 1:20 v/v (triplicata). Os dados foram evidenciados pelo valor

médio e desvio padrao.
4.4.3  Analise morfologica e Espectroscopia de Energia Dispersiva
Para a andlise morfologica das Np-Lev foi utilizado o microscopio eletronico de

varredura (TESCAN, MIRA3). As nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana foram
diluidas em 4gua ultrapura (Milli Q®, Millipore, USA) na propor¢do de 1:10 v/v. Onde em
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placa de silicio, as nanoparticulas foram espalhadas e mantidas em dessecador a temperatura
ambiente por 24 horas. Em seguida a secagem, o wafer de silicio foi fixado em stubs contendo
fita de carbono e metalizados com ouro e paladio com a utilizagao do metalizador (FINE COAT,
ION SPUTTER JFC-1100). Para a espectroscopia de energia dispersiva foi utilizado o mesmo
microscopio eletronico de varredura com o acessorio de EDS. Sendo realizada a metalizagao
no Laboratorio de Microscopia Eletronica do iLIKA — UFPE e a visualizag¢ao pelo microscopio

eletronico de varredura do Laboratorio de microscopia do INTM — UFPE.

4.5 Estudo de estabilidade a longo prazo

A verificacdo da estabilidade a longo prazo foi realizada nas formulacdes de Np-Lev
sob as condi¢des de temperatura ambiente (20 a 25°C) e temperatura de geladeira (4 a 6°C),
durante 7 meses, para conferir a vida de prateleira dessas formula¢des. Desse modo, foram
realizadas analises periddicas (mensal) no Malvern Zetasizer que mostraram resultados do
tamanho (em nm), indice de polidispersdo (PDI) e potencial zeta (mV) das nanoparticulas. Os
resultados foram analisados em triplicata e os valores foram retirados através da média e desvio

padrdo, utilizando para a analise dos dados o GraphPad Prism§.

4.6 Estudo de estabilidade sob condi¢coes forcadas

Para esse estudo as nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana, apds serem
liofilizadas (liofilizador Liotop L108, por 24 horas, a -50 °C, com vacuo a 1720 mT) e
ressuspensas em agua ultrapura, foram realizadas andlises no Malvern Zetasizer, também para
verificar o tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta das Np-Lev apos a submissao a
condi¢des forcadas como estresse mecanico (centrifugacdo, 4000 rpm durante 10 minutos),
térmico (Banho com agitador, sob 37°C, durante 24 horas). Esse estudo teve duracdo de 6
meses, sendo analisados os resultados a cada trés meses, analisados em triplicata e os valores
foram retirados através da média e desvio padrdo, utilizando para a andlise dos dados o

GraphPad Prism§.

4.7 Estudo de estabilidade preliminar (ciclo congelamento/descongelamento)

No estudo de estabilidade preliminar as Np-Lev foram submetidas ao estresse em estufa

a 37 °C e na geladeira com faixa de temperatura de 2 a 5 °C. Este estudo, realizado em duplicata,
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levou um periodo de 12 dias para cada produto, onde a cada 24 horas a formulagdo, foi
transferida para uma condi¢do de temperatura diferente (geladeira ou estufa) e a cada 48 horas
foram avaliadas quanto aos aspectos macroscopicos, tamanho, PDI e potencial zeta. Este estudo
seguiu as recomendagdes do guia de estabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(BRASIL, 2004).

4.8 Avaliacao in vitro das nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana

4.8.1 Estudo de citotoxicidade em células MDA-MB-231 e BI6F10

A citotoxicidade das nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana foi estudada em
células MDA-MB-231 e B16F10 (essas células foram obtidas do banco de células do Rio de
Janeiro — Instituicao?) a partir do ensaio da reducdo do sal de tetrazélio MTT (LIRA et al.,
2011) o qual avalia o funcionamento da enzima mitocondrial Succinato Desidrogenase. O
resultado expressa a redugcdo do corante MTT em células tratadas relacionado ao controle
(células nao tratadas) versus a concentragdo da amostra em teste. Assim, as células foram
inicialmente cultivadas em placas de 96 pocos (1x10* células/pogo) e incubadas a 37°C, em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) para a linhagem B16F10 e meio Leibovitz’s
L-15 Medium e F-12 Nutrient Mixture na proporcao de 1:1 para as células MDA-MB-231
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina)
durante 24 horas. Apds adesdo celular as nanoparticulas, em diferentes concentragdes (15,62;
31,25; 62,5; 125 e 250 ug/mL), foram adicionadas e incubadas por 24 horas a 37°C. Apds
incubacdo, foram adicionados 20 puL da solu¢do de MTT (4 mg/mL), em cada pogo, € as
amostras novamente incubadas durante 3 horas. O sobrenadante foi entdo retirado e adicionado
100 uL de DMSO para solubilizag@o dos cristais de formazan formados pelas células viaveis.
O resultado foi obtido a partir da leitura das placas em leitor de microplaca no comprimento de

onda de 630nm. O estudo foi realizado em triplicata.

4.8.2 Estudo da captura celular das nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana

A captura celular das nanoparticulas pelas células MDA-MB-231 e B16F10 foi avaliada
em placas de 24 pogos, contendo laminula de vidro (didmetro 8mm), até atingir 80-90% de
confluéncia. Em seguida, foi adicionado uma aliquota de 20 pL das nanoparticulas de levana

(Np-Lev) contendo a oncocalixona A encapsulada (marcador fluorescente) (CAVALCANTI et



35

al., 2022) em cada poco e em seguida o volume do poco foi completado para 400 pL com meio
de cultura especifico de cada linhagem. As placas foram incubadas durante 15 minutos, 1 e 3
horas, a 37°C. Ap6s a incubagao nos tempos determinados, o meio foi retirado, as células foram
lavadas com tampdo PBS e fixadas com o paraformaldeido a 4% (400 pL) por 20 minutos.
Entdo, as células foram lavadas novamente com tampao PBS e adicionadas 400 pL de cloreto
de amoénio 50 mM, para bloqueio da reatividade do aldeido, sendo incubadas por
aproximadamente 10 minutos. Estas foram novamente lavadas, a laminula retirada do poco foi
transferida e selada na lamina. Logo apds, foram armazenadas até andlise da captura no
microscopio de fluorescéncia, para observar a forma celular (LIRA et al., 2011). Os estudos in

vitro foram realizados no Laboratdorio NanoBioCel (CAV-UFPE).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Obtenc¢ao da Levana apés fermentacio com Zymomonas mobilis

Em relagdo a producdo de levana foi possivel obter o polissacarideo por meio da
fermentacdo da Zymomonas mobilis ZAG 12, em meio SSDL modificado (concentrado 11% de
sacarose), sendo obtido 24g de levana liofilizada por litro de caldo fermentado. Esse resultado
foi superior ao obtido pelo estudo referéncia (MELO et al., 2006), ao qual tivemos um aumento
de rendimento em 71,4%. Acredita-se que esse resultado se deve ao aumento na concentragao
da sacarose utilizada, ja que ¢ através da degradacdo desse dissacarideo que se forma a levana
(CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009; SANTOS; CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011). Os
resultados foram bem promissores, visto que para a obtengao das nanoparticulas ¢ necessario
por experimento apenas 50 mg do polissacarideo. A Figura 6 mostra parte da levana liofilizada

obtida neste estudo.

Figura 6- Levana liofilizada

Fonte: Autora, 2022.

5.2 Desenvolvimento das nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana

As nanoparticulas de PIBCA revestidas com o polissacarideo levana foram obtidas,
sendo nanoparticulas poliméricas inéditas pela técnica utilizada para a formacao e o polimero
de IBCA. Os valores médios dos resultados de 243,9 nm e -12 mV sdo apresentados na Tabela
1, onde ¢ possivel observar que hd uma diferenca no tamanho e potencial zeta quando

comparados as nanoparticulas revestidas com dextrana, isso pode estar relacionado aos
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polimeros serem diferentes. Lira e colaboradores (2011) realizaram nanoparticulas de dextrana
e também de fucana e verificaram que houve diferenca no tamanho e carga de ambas as
particulas.

O tamanho da Np-Lev foi de 243,9 = 2,3 nm, um pouco maior que as nanoparticulas
revestidas com levana obtida por Costa e colaboradores (2019) que teve tamanho de 205 £ 7
nm. J4 o potencial zeta obtido na Np-Lev foi de -12 £ 0,7 mV, um pouco maior que dos autores
citados acima, que foi -10 £ 7 mV. Essa diferenca no tamanho e potencial zeta das Np-Lev pode
estar relacionada a técnica de obtencao utilizada que no presente estudo foi a técnica de
polimerizagdo por emulsdo anidnica e o polimero utilizado foi o IBCA, ja as nanoparticulas
obtidas por Costa e colaboradores (2019) foram por nanoprecipitacdo ¢ o polimero PLGA.
Segundo Silva e colaboradores (2005) o revestimento pode influenciar no tamanho. A
velocidade de agitacdo e o peso molecular do polissacarideo utilizado também podem
influenciar nesse parametro (SIQUEIRA et al., 2020).

As Np-Lev obtidas no presente estudo, de acordo com o tamanho, podem ser
administradas por via endovenosa, dérmica ou oral. Segundo Cancino, Marangoni e Zucolotto
(2014) nanoparticulas menores que 300 nm podem atingir o sistema linfatico e entrar na
corrente sanguinea. Pela aplicacdo dérmica, particulas podem permear a pele e atingir a corrente

sanguinea se espalhando pelo corpo e podendo atingir até o cérebro.

Tabela 1. Tamanho, PDI e potencial zeta das nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana
(Np-Lev) obtidos apos recém preparo e nanoparticulas padrao - Dextrana (Np-Dex).

Formulacao Diametro da PDI Potencial zeta (mV)
particula (nm)
Np-Lev 2439+23 0,122 -12+0,7
Np-Dex 121,1+£0,7 0,160 -15,18 £ 0,3

5.3 Analise morfoldgica e espectroscopia de energia dispersa das Np-Lev

As imagens obtidas a partir da microscopia eletronica de varredura, demonstradas na
Figura 7, evidenciaram particulas esféricas, apresentando distribuicdo do tamanho homogénea,
sem agregados. Estes resultados semelhantes ao trabalho de Costa e colaboradores (2019)

verificado em nanoparticulas poliméricas de levana e corroboram com os resultados do PDI
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que ficou abaixo de 0,2 que normalmente ¢ encontrado nas nanoparticulas de PIBCA como

visto por Lira e colaboradores (2011) e Cavalcanti e colaboradores (2022).

Figura 7 — Morfologia das nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana verificadas pelo
microscopio eletronico de varredura.
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Fonte: Autora, 2022.

Pela técnica de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) ¢ possivel verificar alguns
elementos quimicos encontrados na amostra de Np-Lev. Na Figura 8 é observado a presenga
do carbono (50,21%) e oxigénio (6,84%) nas nanoparticulas verificadas, o que coincide com a
estrutura molecular da levana que ¢ composta por carbono, oxigénio e hidrogénio
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2005; THAKHAM et al., 2020). Entretanto, o hidrogénio nao
foi identificado pela técnica devido as limitagdes do equipamento utilizado. O aluminio
(42,94%) que também aparece ¢ devido ao material que ¢ feito o Stub onde as amostras foram

secadas para a realizacdo do estudo.
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Figura 8§ — Componentes quimicos encontrados nas nanoparticulas de PIBCA revestidas com
levana (Np-Lev).
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Fonte: Autora, 2022.

5.4 Analise termogravimétrica

A andlise TGA da levana e das Np-Lev também foram obtidas para caracterizar ambas
amostras. A Figura 9 mostra a degradagdo de massa ao decorrer do aumento da temperatura, de
forma que ambas amostras apresentam perda de massa significativa (de 33 a 35%) até os 200°C.
Também, observa-se que as Np-lev parecem resistir a temperatura um pouco mais alta, devido
ao aumento da temperatura no inicio da degradacgao térmica (em torno de 5—6°C) comparada a
levana. As caracteristicas da decomposi¢do térmica da levana obtidas sdo semelhantes aos
observados por Chen, Gao e Ploehn (2014) que verificaram em novos nanocompdsitos de argila
montmorilonita contendo levana que a medida que a temperatura aumenta, as ligagdes da levana
de pontos (2—1) quebram primeiro, seguidas pelas liga¢des da cadeia principal (2—6) e anéis
de piranose e furanose. Vale ressaltar que a presenga de PIBCA nas nanoparticulas parece
reduzir as taxas de reagdes de decomposicio da levana. E provavel que uma barreira seja criada
para impedir a entrada de oxigénio e a fuga de produtos de decomposi¢ado, tendo assim o retardo

na degradacdo nas Np-Lev.
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Figura 9 - Grafico das curvas termogravimétricas da levana e das nanoparticulas de PIBCA
revestidas com levana. A linha vermelha simboliza a levana e a linha preta as Np-Lev.
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Fonte: Autora, 2022.

Em relacdo ao DSC, como ¢ verificado na Figura 10, é possivel observar que tanto a
levana como as Np-Lev apresentam curvas caracteristicas de eventos endotérmicos e
exotérmicos. A Np-Lev apresentou evento endotérmico discreto inicialmente em temperatura
em torno de 50-80°C seguido de evento exotérmico (80-150°C), com evento endotérmico
posterior em torno de 150-220°C com degradagao total. Ja para a levana houve inicialmente um
evento endotérmico (50-150°C), seguido de discreto evento exotérmico (150°C), seguido de
outro evento endotérmico (160-250°C), com degradacao total. Os resultados foram semelhantes
ao estudo de Mantovan et al. (2018), relata que o primeiro pico endotérmico (50-100°C) refere-
se a perda de agua, e que a degradagdo da levana esta relacionada ao segundo pico endotérmico

que no caso do autor, ocorreu na temperatura em torno de 200-225 °C.
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Figura 10 - Grafico da calorimetria diferencial exploratoria da levana e da nanoparticula de
PIBCA revestidas com levana. A linha vermelha simboliza a levana e a linha preta as Np-Lev.
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Fonte: Autora, 2022.
5.5 Difracio de raio-X

Ainda para caracterizar a levana e as nanoparticulas revestidas por esse
exopolissacarideo também foi realizada a andlise de difragdo de raio X. Na Figura 11 sdo
apresentados o DRX para essas amostras. Em ambas observamos que ¢ um DRX com picos de
cristalinidade semelhantes, sendo que a levana nao apresentou pico abaixo dos 10e, uma
caracteristica particular da levana (CHEN; GAO; PLOEHN, 2014). Por outro lado, as Np-Lev
apresentaram um pico a 6,18e, resultado semelhante foi encontrado por Chen, Gao e Ploehn
(2014) que compararam o DRX da levana com de nanocompdsitos de argila montmorilonita
contendo levana, os autores relatam que o pico abaixo de 10e pode estar relacionado ao outro
polimero utilizado na nanoparticula, que pode levar ao acimulo de particulas. De forma que,
neste presente estudo foi utilizado o PIBCA, assim parece que quando ha adi¢do desse faz com
que a adsor¢do de levana ao PIBCA resulta em floculacdo, levando ao re-empilhamento de

particulas, entretanto é necessario mais estudo.
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Os demais trés picos observados na amostra de Np-Lev foram semelhantes para a levana
(18,460, 37,920 ¢ 44,20) e Np-Lev (18,286, 37,90 ¢ 44,186) sendo coincidentes aos encontrados
por Chen, Gao e Ploehn (2014).

Figura 11 — Gréafico de difra¢ao de raio X da levana e das nanoparticulas de PIBCA revestidas
com levana. A linha vermelha representa a levana e a preta simboliza as Np-Lev.

— Np-Lev|
. Lev

800 -
700 <
600 <
500 <
400 <

300 -+

Intensidade (Ua)

200 +

100

0 10 20 30 40 50
26(°)

Fonte: Autora, 2022.

5.6 Espectroscopia de infravermelho

A andlise de espectros de infravermelho foi conduzida para a determinacdo da deposicao
dos grupos funcionais da estrutura para producgdo de levana pela cepa Zymomonas mobilis ZAG
12. Foi registrado no modo de transmitincia do niimero de onda de 4.000 a 400 cm™ e foi
comparado com as nanoparticulas de PIBCA revestidas por levana (Figura 12). Dessa forma,
avaliando os espectros adquiridos, as bandas com mais intensidades registradas no intervalo de
4000 a 500 cm™! para a levana foi referente ao estiramento de OH, especificamente em 3288
cm’!, a presenca de bandas referentes ao CH em 2936 e 2878 cm™!, um banda referente a 4gua
ligada em 1650 cm™'. A vibragdo de estiramento CO-H aparece em 1121 cm™!, e a forte banda

em 1006 cm ™ foi caracterizado por vibragdo de estiramento de ligacdo glicosidica (C-O-C) em
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piranose ou furanose que ¢ caracteristico dos carboidratos. Entretanto, a banda em 917 cm™ é
uma confirmagdo da furanose (BEZERRA, 2018). Esses resultados foram bem semelhantes
com os encontrados por Thakham e colaboradores (2020), em levana produzida por Bacillus
siamesis, ¢ Bezerra (2018) com levana produzida por Zymomonas mobilis.

O que chama atengdo nos espectros das Np-Lev em comparacdo aos da levana pura, ¢
uma grande banda referente ao grupamento OH em 3275cm™ e um pico em 1636 cm™ que deve-

se a agua formada, ambas bandas sao também evidenciadas nos espectros da levana.

Figura 12 — Grafico da analise de infravermelho da levana e das nanoparticulas de PIBCA
revestidas com levana. A linha vermelha simboliza a levana e¢ a linha preta a Np-Lev.
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Fonte: Autora, 2022.

5.7 Estudo de estabilidade a longo prazo

O estudo de estabilidade a longo prazo foi realizado através da analise de nanoparticulas
mantidas em temperaturas diferentes (ambiente e sob refrigera¢do), durante sete meses, sendo
analisado potencial zeta, tamanho e PDI. A estabilidade das nanoparticulas de PIBCA sao
importantes serem observadas pois permite o desenvolvimento de nanocarreadores estaveis
para uma possivel administracdo (CHEN; GAO; PLOEHN, 2014; LIU; THAYUMANAVAN;
2017; PALANIKUMAR et al., 2020).
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Na Figura 13A, pode-se observar que o potencial zeta das nanoparticulas mantidas sob
temperatura ambiente aumentou até os 30 dias 37% (4,5mV), se manteve até os 90 dias, depois
caiu 24% (1,8mV) até os 120 dias de armazenamento e se manteve até os 210 dias. Por outro
lado, as mantidas sob refrigeragdo aumentou 58% (7mV) até os primeiros 30 dias e depois
regrediu 79% (3,8mV) no terceiro més, 58% (7mV) no quarto més e 234% (10mV) no quinto
més até voltar novamente -12mV no tltimo més, sendo expressa na Figura 13B. O potencial
zeta depende principalmente da natureza quimica do polimero, do estabilizador e em alguns
casos do pH do meio (TAVARES, 2011). Jacome-Junior (2006) analisou o potencial zeta em
lipossomas com levana em diferentes concentragdes, € observou que conforme o aumento na
concentragdo de levana menor foi a carga de superficie, entretanto ele correlacionou a alteragao

na carga aos fosfolipidios.

Figura 13- Estabilidade a longo prazo das Np-Lev:(A) Potencial zeta temperatura ambiente (20
a 25°C); (B) Potencial zeta sob refrigeracdo (4 a 6°C). **** = P valor < 0.0001; ** = P valor
0.0012; ns =>9.999
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Fonte: Autora, 2022.

Em relag@o ao tamanho, ¢ observado na Figura 14A que quando as nanoparticulas sdo
mantidas sob temperatura ambiente hd um aumento no tamanho dessas nanoparticulas, sendo
de 27% nos primeiros 30 dias, se mantém aos 60 dias, aumenta 42% aos 90 dias e se mantém
até os 210 dias. Ao contrario das Np-Lev mantidas sob sob refrigeracdo, mostrada na Figura
14B que o tamanho praticamente se mantém, tendo o tamanho inicial de 243,9 nm e o final de

250,4 nm.
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Figura 14 — Estabilidade a longo prazo das Np-Lev: (A) Tamanho temperatura ambiente (20 a
25°C); (B) Tamanho sob refrigeracao (4 a 6°C). **** =P valor < 0.0001; ** =P valor 0.0012;
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Fonte: Autora, 2022.

Na Figura 15 é observado que o PDI das Np-Lev mantidas tanto em temperatura

ambiente (PDI inicial 0,122 e PDI final 0,165) como sob refrigeragao (PDI inicial 0,122 e PDI

final 0,134) se mantém, entretanto, apresentam discretas variagdes.

Figura 15 — Estabilidade a longo prazo das Np-Lev: (A) PDI temperatura ambiente (20 a 25°C);
(B) PDI sob refrigeragdo (4 a 6°C). **** = P valor <0.0001; ** =P valor 0.0012; ns =>9.999
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Fonte: Autora, 2022.

Diante dos resultados obtidos neste estudo de estabilidade foi possivel observar que as

alteragdes no potencial zeta das nanoparticulas armazenadas sob refrigeracdo parecem resultar

na manutencdo do tamanho das Np-Lev. As amostras mantidas sob temperatura ambiente

tiveram alteragdes no tamanho, entretanto mantiveram estabilidade sendo confirmadas pelo

PDI. E em ambas temperaturas podem ser armazenadas as amostras durante os 7 meses,
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entretanto dependendo da via de administragdo das nanoparticulas as amostras sob refrigera¢ao
apresentaram melhor estabilidade.

Jacome-Junior (2006) realizou um estudo de estabilidade a longo prazo e sob condi¢des
forgadas, em lipossomas com levana, e verificou que quanto maior a concentragao de levana
nos lipossomas maior precipitacdo havia e alteracdo no pH em ambos estudos. Entretanto, ndo
foi observado quanto a diferenca de temperatura: o tamanho, potencial zeta e PDI. Cavalcanti
e colaboradores (2022) avaliaram durante 7 meses as nanoparticulas de PIBCA revestidas por
fucana, mantidas sob refrigeracao, se mantiveram estaveis com poucas variagdes no tamanho,

potencial zeta e PDIL.

5.8 Estudo de estabilidade sob condicoes for¢cadas

Esse estudo foi realizado através das Np-Lev submetidas a condigdes forcadas de
estresse mecanico (centrifugagdo) e térmico (em banho com agitador sob 37°C) além de serem
armazenadas sob temperatura ambiente e refrigeradas. Como demonstrado na Figura 16A o
potencial zeta aumentou 50% apds a centrifugacdo inicial, 3 meses apds armazenamento sob
temperatura ambiente ¢ sob refrigeracdo o potencial zeta caiu. Entretanto, 6 meses apds a
amostra ser mantida sob temperatura ambiente o potencial continuou a cair (para
aproximadamente -18 mV), por outro lado a amostra armazenada sob refrigeragdo durante os
180 dias, praticamente se manteve (-10 mV). Na Figura 16B observa-se aumento de
aproximadamente 25% ap0s a agitacdo inicial, a queda desse potencial zeta apds 3 meses de
armazenamento sob ambas temperaturas e depois de 6 meses sob temperatura ambiente
continuou a cair ( -15mV) e se manteve as que estavam armazenadas sob refrigeracao (-9mV).

Observa-se que em relagdo ao potencial zeta, a temperatura de armazenamento das
nanoparticulas parece influenciar mais que a diferenga de estresse submetidos, devido

resultados semelhantes em submissdo a ambos estresses.
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Figura 16 - Estabilidade sob condigdes for¢adas (estresse mecanico — centrifugagdo e térmico -
banho com agitador sob 37°C) das Np-Lev: (A) Potencial zeta sob estresse mecanico —
centrifugacdo: temperatura ambiente X sob refrigeracao; (B) Potencial zeta sob estresse térmico
— agitador: temperatura ambiente X sob refrigeragdo. Temperatura Ambiente (-®-) e sob
refrigeragdo (-m-). **** =P valor < 0.0001; ** = P valor 0.0012; ns => 9.999
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Fonte: Autora, 2022.

Verifica-se na Figura 17A, o tamanho dessas Np-Lev praticamente se mantive (232 -
234 nm) ap0s a centrifugacao inicial, 3 meses apos 0 armazenamento sob temperatura ambiente
houve aumento (10%) e 6 meses apoOs seguiu aumentando. Entretanto, sob refrigeracdo o
tamanho se manteve durante os 6 meses de armazenamento (234 nm). Na Figura 17B observa-
se perfil semelhante, onde praticamente o tamanho se manteve (232 -238 nm) apds a agitagao
inicial em ambas temperaturas, j& apds 3 meses sob temperatura ambiente houve aumento
(19%) e duplicou o aumento até os 6 meses, ja sob refrigeragdo o tamanho se manteve (237 nm)
durante todo o periodo de armazenamento.

Entdo, o tamanho também parece ser influenciado pela temperatura e nao pelo estresse.



48

Figura 17 - Estabilidade sob condigdes for¢adas (estresse mecanico — centrifugagdo e térmico -
banho com agitador sob 37°C) das Np-Lev: (A) Tamanho sob estresse mecanico —
centrifugacdo: temperatura ambiente versus sob refrigeracao; (B) Tamanho sob estresse térmico
— agitador: temperatura ambiente versus sob refrigeracdo. Temperatura Ambiente (-®-) e sob
refrigeragdo (-m-). **** =P valor < 0.0001; ** = P valor 0.0012; ns => 9.999
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Fonte: Autora, 2022.

Quanto ao PDI, também apresentou resultado semelhante ao potencial zeta e tamanho,
constata-se na Figura 18, que ap6s ambos estresses inicial ele se mantém. Entretanto, apos 3
meses de armazenamento sob diferentes temperaturas, como mostra a Figura 18A, ha um
aumento (44%) sob temperatura ambiente e sob refrigeracdao (20%) apos centrifugagao, e 6
meses de armazenamento o PDI das em temperatura ambiente seguiu aumentando, ja as sob
refrigera¢do se mantiveram. Na Figura 18B, em banho-maria, apos 3 meses de armazenamento
sob temperatura ambiente ha um aumento (85%) e no sexto més tem uma leve queda, ja sob
refrigeragdo praticamente se mantém durante todo o periodo de armazenamento (0,124).

Dessa forma, neste estudo foi possivel verificar que ao longo dos 6 meses o que parece
influenciar no potencial zeta, tamanho e PDI das Np-Lev foi a temperatura de armazenamento,

sendo a de refrigeragdo a melhor temperatura para conservagao.
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Figura 18 - Estabilidade sob condigdes for¢adas (estresse mecanico — centrifugagdo e térmico -
banho com agitador sob 37°C) das Np-Lev: (A) PDI sob estresse mecanico — centrifugagao:
temperatura ambiente X sob refrigeracao; (B) PDI sob estresse térmico — agitador: temperatura
ambiente X sob refrigeracao. Temperatura Ambiente (-®-) e sob refrigeracao (-m-). **** =P
valor <0.0001; ** = P valor 0.0012; ns => 9.999

A B
0.4+ 0.4+
0.3- i 0'3- ™
— | L 6 _
Q0.2 a 02
0.1 I | 0.1 :E
ns ns
0.0 T L] T T L] T L] L] L) ' T L) T T L) L) T L] L} I 0.0 " I
0 3 6 0 3 6
Tempo (Meses) Tempo (Meses)

Fonte: Autora, 2022.

5.9 Estudo de estabilidade preliminar (ciclo congelamento/descongelamento)

Nesse estudo as Np-Lev foram submetidas ao estresse 24 horas em estufa (37°C) e 24
horas na geladeira (2 a 5°C) durante 12 dias. E como ¢ observado na Figura 19, o potencial zeta
sob essas condi¢des teve queda para -18mV (até o quinto dia), chegou até -20,9 mV. Essa

instabilidade acredita-se que se deve a alteragcdo de temperatura.

Figura 19 — Potencial zeta das Np-Lev no estudo de estabilidade preliminar (ciclo
congelamento/descongelamento).
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Em relagdo ao tamanho, na Figura 20 verificamos que no dia 01 até o dia 03
praticamente se mantém (219 — 185 nm respectivamente). Entretanto, a partir do dia 05 o
tamanho aumentou 900% (1844 nm), no décimo dia o aumento foi para mais de 4000% (9543
nm). Apds as 72 horas provavelmente houve o aumento da agregacdo de particulas devido a

mudanga de temperatura, gerando instabilidade.

Figura 20 — Tamanho das Np-Lev no estudo de estabilidade preliminar (ciclo
congelamento/descongelamento).
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Fonte: Autora, 2022.

Ja o PDI dessas Np-Lev, sob esses estresses, observado na Figura 21, houve o aumento
até o terceiro dia de mais de 200% (0,37 PDI). Chegando a conclusdo nesse estudo, que as
nanoparticulas submetidas a essa variacdo de temperatura se mostraram instaveis ja nas
primeiras 48 horas, ao qual nas imagens macroscopicas (Figura 22) podemos observar a

presenca de aglomerados e precipitados.
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Figura 21 — PDI das Np-Lev no estudo de estabilidade preliminar (ciclo
congelamento/descongelamento).
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Fonte: Autora, 2022.

Figura 22 — Np-Lev durante o estudo de estabilidade preliminar (ciclo congelamento/

desconielamento .

1 dia 6 dias 12 dias

Fonte: Autora, 2022.

5.10 Estudo de citotoxicidade em MDA-MB-231 ¢ B16F10

O estudo de citotoxicidade foi realizado em dois tipos de células diferentes, um em
células do tipo MDA-MB-231, que sdo células de cancer de mama humano, e outro em
linhagem B16F10, células de melanoma. No que diz respeito a MDA-MB-231 ¢ observado na
Figura 23 a sua viabilidade celular quando submetidas a levana e as Np-Lev. De forma que ¢

verificado na Figura 23 A que a levana pura nas diferentes concentragdes em pg/mL apresentou
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viabilidade celular acima de 75% comparada ao grupo controle. Sabe-se que a levana
apresentou atividade antitumoral (em torno de 50% a 60%) in vitro contra linhagens de células
tumorais humanas (HepG2 e SNU-1, células do figado e do sistema gastrico humano,
respectivamente) de acordo com Yoo et al. (2004), sendo que eles utilizaram a levana com
modifica¢des, em sua estrutura de ramificagdo, e obtida por outro micro-organismo.

Todavia, as nanoparticulas de levana (Figura 23B) resultaram em viabilidade celular
abaixo de 75% em todas as concentragdes, ficando abaixo de 50% na maioria das
concentragoes, sendo as concentragdes de 125 e 250 pg/mL as que apresentaram viabilidade
abaixo de 25%. O efeito antiproliferativo das Np-Lev parece estar relacionado a presenca de
levana e possivel internalizagdo dessas nanoparticulas. Pois como ja citado, a levana ja
apresentou atividade antitumoral em células (HepG2 e SNU-1) (YOO et al., 2004) e segundo
Calazans e colaboradores (2000) a levana apresentou atividade também in vivo contra tumores
(como sarcoma 180 e carcinoma de Erhlich em ratos), os autores correlacionaram esse efeito
antitumoral ao peso molecular da levana, tendo a média de 210.000 g/mol o melhor resultado
para a inibi¢do de proliferacdo celular 72%.

No que diz respeito a relagdo entre a levana e as células de cancer de mama, foi
observado por Queiroz e colaboradores (2017) que esse exopolissacarideo apresentou atividade
antiproliferativa frente as células MCF-7, células de cancer de mama nao metastatico, tendo
morte celular em mais de 50% nas concentragdes de 250 a 1500 ug/mL. Kim, Bae e Chung
(2015) realizaram um estudo com nanoparticulas de levana e indocianina em células MDA -
MB-231 e verificaram que nas concentragcdes de 0,5 e 1 mg/mL as nanoparticulas foram
citotoxicas para essas c€lulas. Dessa forma, as nanoparticulas de levana parecem potencializar

o efeito antiproliferativo da levana.



53

Figura 23 — Viabilidade das células MDA-MB-231 expostas a levana (A) e as Np-Lev (B) apos
24 horas: **** = P valor < 0.0001; ** = P valor 0.0012; ns => 9.999
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Fonte: Autora, 2022.

A segunda linhagem de células utilizada para a verificacdo da viabilidade foi a B16F10,
células de melanoma, sdo observados na Figura 24 resultados semelhantes aos encontrados
frente a MDA-MB-231. Na Figura 24A ¢ observado que a levana quando exposta a essas
células, apresentou viabilidade celular acima de 75% até em sua maior concentragdo (250
pg/mL). Enquanto as células quando submetidas as Np-Lev (Figura 24B) apresentaram
viabilidade celular abaixo de 75% a partir da concentracao de 31,25 pg/mL, tendo viabilidade

celular abaixo de 25% nas concentragdes 62,5, 125 e 250 ug/mL.
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Figura 24 — Viabilidade das células B16F10 expostas a levana (A) e as Np-Lev (B) apos 24
horas: **** = P valor < 0.0001; ** = P valor 0.0012; ns => 9.999
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Fonte: Autora, 2022.

5.11 Captura celular em MDA-MB-231 e B16F10

As nanoparticulas de PIBCA revestidas com levana foram avaliadas quanto a captura
celular em linhagem MDA-MB-231 usando a oncocalixona A (onco-A) na concentragdo de 50
pg/mL. Segundo verificado por Cavalcanti e colaboradores (2022) a OncoA € uma quinona,
que apresenta autofluorescéncia e que pode ser utilizada como marcador fluorescente de

nanoparticulas em estudo de captura celular.

Na Figura 25 ¢ observado que as células MDA-MB-231 apresentam fluorescéncia no
grupo controle do filtro Alexa fluor, pois essas células contém autofluorescéncia na cor verde
por isso nao se verificam nos demais grupos controle. Nos grupos tratados com as oncoA-Np-
Lev podemos observar que as células capturaram as nanoparticulas a partir de 15 minutos
devido a fluorescéncia no filtro DAPI (coloragao azul), sendo caracteristico da fluorescéncia da
oncoA ser multicolor (fluoresce no azul e pouca fluorescéncia no vermelho) apresentado por

Cavalcanti e colaboradores (2022).

Kim, Bae e Chung (2015) realizaram um estudo com nanoparticulas de levana e

indocianina em células MDA-MB-231, e verificaram que essas nanoparticulas podem carrear
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farmaco para essas células cancerigenas. Sendo observado pelos autores que houve adsor¢ao
das nanoparticulas nessas células, isso foi correlacionado a uma interagdo da frutose da levana
com o transportador de glicose 5 (GLUTS), esse por sua vez ¢ mais encontrado em células de

cancer de mama.

Figura 25 — Células MDA-MB-231 antes e apds a incubagdo em diferentes tempos com o
sistema oncoA-Np-Lev. Coluna A: filtro de Alexa fluor; Coluna B: filtro DAPI; Coluna C:
Filtro de Rodamina; Coluna D: Sobreposicao das imagens A, B e C. Células controle da linha
1 em meio de cultura; linha 2, 3 € 4: ap6s 15 min, 1 e 3 h de incubagdo com oncoA-Np-Leyv,
respectivamente. Barra de escala: 2 pm.
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Fonte: Autora, 2022.

Também foi verificada a captura celular das oncoA-Np-Lev em células B16F10. Na
Figura 26 ¢ observado que as células B16F10 ndo apresentam autofluoréscencia no grupo
controle, assim como foi apresentado pelas células MDA-MB-231. Ja a captura das

nanoparticulas com oncoA ¢ evidenciada no filtro DAPI que as nanoparticulas sdo capturadas
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nos primeiros 15 minutos, podemos observar a fluorescéncia menos intensa no filtro da
rodamina também logo ap0ds os primeiros 15 minutos de incubagao. Essa fluorescéncia no filtro
da rodamina pode estar relacionado a oncoA, por que de acordo com os resultados de Cavalcanti
e colaboradores (2022), a oncoA ¢ um marcador multicolor, podendo apresentar fluorescéncia

no laranja e azul.

Figura 26 - Cé¢lulas B16F10 antes e apos a incubacdo em diferentes tempos com o sistema
oncoA-Np-Lev. Coluna A: filtro de Alexa fluor; Coluna B: filtro DAPI; Coluna C: Filtro de
Rodamina; Coluna D: Sobreposic¢ao das imagens A, B e C. Células controle da linha 1 em meio
de cultura; linha 2, 3 e 4: ap6és 15 min, 1 ¢ 3 h de incubagdo com oncoA-Np-Lev,
respectivamente. Barra de escala: 2 um.
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Fonte: Autora, 2022.
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6 CONCLUSAO

Em sintese, neste estudo, através da caracterizagdo da levana confirmou-se a produgao
deste polissacarideo por Zymomonas mobilis com alto rendimento (71,4% maior que o estudo
de referéncia devido aumento da sacarose), proporcionando uma producdo segura e eficiente
desse exopolissacarideo. Além disso, a partir dessa levana pode ser elaborada Np-Lev inéditas
de PIBCA, com tamanho de 243,9 nm e potencial zeta de -12 = 0,73, com distribuigdo
homogénea e formato esférico, comprovado pelos resultados de caracterizagdo. Foi verificado
que essas Np-Lev apresentaram estabilidade ao longo de sete meses armazenadas sob
temperatura ambiente e sob refrigeragdo, e quando submetidas a condigdes forgadas
apresentaram estabilidade durante 6 meses sob temperatura refrigerada e ambiente (em ambas
condi¢des), entretanto a refrigeracdo apresentou melhores resultados para melhor
armazenamento. Essas Np-Lev apresentaram instabilidade quando submetidas a alteragdes de
temperaturas durante as primeiras 48 horas (ciclo congelamento/descongelamento). Finalmente
foi verificado ainda que essas nanoparticulas apresentaram atividade antiproliferativa frente as
linhagens MDA-MB-231 ¢ B16F10 com atividade citotoxica superior a levana livre, essa
atividade pode estar relacionada ao fato das nanoparticulas auxiliarem a internalizacdo da

levana no interior das cé€lulas e potencializar seu efeito citotdxico.
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