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RESUMO
A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga autoimune caracterizada por inflamagao sinovial
cronica. Ela esta associada com incapacidade progressiva, complicacdes sist€émicas, morte
precoce e custos socioecondmicos. Um dos problemas relacionados ao tratamento sao os efeitos
colaterais indesejaveis. O metotrexato (MTX) ¢ um medicamento antirreumatico e anticancer
utilizado para o tratamento de AR e cancer de mama, leucemia, linfoma, pulmao, entre outros.
Ele possui alguns efeitos colaterais sist€émicos, mesmo em baixas concentragdes, devido,
principalmente, ao acimulo inespecifico do farmaco em alguns 6rgdos. Para minimizar os
efeitos da administracdo tradicional desse farmaco, esse trabalho tem como objetivo
desenvolver nanocomplexos eletroliticos de quitosana e metotrexato com potencial aplicagao
antirreumatica e anticancerigena. Os nanocomplexos eletroliticos (NCEs) QTS/MTX foram
caracterizados por Espectroscopia de Absor¢dao na Regido do Infravermelho (FTIR) e Anélise
Termogravimétrica (TGA), onde os sinais apresentados comprovam a presenca dos materiais
precursores nas nanoestruturas. A formagdo de nanoparticulas foi observada pelo
comportamento unimodal da distribuicao de tamanhos obtidas por Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS). As amostras com razdes molares de QTS/MTX 0,75 e 1 apresentaram um indice de
polidispersao (IPD) abaixo de 0,3, ou seja, melhor homogeneidade dos tamanhos de particulas
em solucdo. As particulas apresentaram diametro menor que 300 nm, o que viabiliza a utilizagao
desses sistemas como nanocarreadores. Através da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
foi possivel comprovar que as nanoestruturas sao esféricas. A eficiéncia do encapsulamento foi
determinada por Espectroscopia de Absorcao no Ultravioleta/Visivel (UV-Vis). A eficiéncia e a
carga de farmaco mais elevada foi apresentada para a amostra QTS/MTX 0,75, sendo de 79%
e 62%, respectivamente. Foi analisada a estabilidade em solugdo por 6 meses na presenca €
auséncia do estabilizante (Pluronic® F-127) e foi observado que as nanoparticulas com razao
QTS/MTX 1 apresentaram melhor estabilidade. Os testes com a linhagem células leucémicas
HL-60 e células ndo tumorais MRC-5 mostraram seletividade diferenciada na presenga de F-
127. Os testes com Zebrafish mostraram que o NCE nao apresenta toxicidade nas concentragdes
de 40, 200 e 400 pg kg, apresentou reversdo da fase inflamatoria nas trés concentragdes e na
fase neurogénica apenas na concentragio de 400 e 400 pg kg™!. O teste em ratos mostrou que o
NCE reduziu o edema e a migragdo leucocitaria ocasionada pelo modelo artritico, além
demonstrar na analise bioquimica que o NCE ocasiona menor dano hepatico comparado com o
MTX livre. A histopatologia dos 6rgdos evidenciou que a utilizacdo do NCE ocasionou a
preservacao morfologia renal e hepatica. Os NCEs apresentam resultados promissores para

aplicagdo antirreumatica e anticancerigena.
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ABSTRACT
Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized by chronic synovial
inflammation. It is associated with progressive disability, systemic complications, premature
death, and socioeconomic costs. One of the challenges related to treatment is the occurrence of
undesirable side effects. Methotrexate (MTX) is an antirheumatic and anticancer drug used in
the treatment of RA, as well as breast cancer, leukemia, lymphoma, lung cancer, among others.
It presents some systemic side effects, even at low concentrations, mainly due to the nonspecific
accumulation of the drug in certain organs. To minimize the effects of traditional drug
administration, this study aims to develop chitosan - methotrexate polyelectrolyte
nanocomplexes with potential antirheumatic and anticancer applications. The polyelectrolyte
nanocomplexes (PNCs) QTS/MTX were characterized by Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and Thermogravimetric Analysis (TGA), with the resulting signals
confirming the presence of the formulation components within the nanostructures. Nanoparticle
formation was observed through the unimodal size distribution obtained by Dynamic Light
Scattering (DLS). Samples with QTS/MTX molar ratios of 0.75 and 1 presented a
polydispersity index (PDI) below 0.3, indicating better homogeneity of particle sizes in
solutions. The particles exhibited diameters below 300 nm, making these systems suitable for
use as nanocarriers. Scanning Electron Microscopy (SEM) confirmed that the nanostructures
are spherical. Encapsulation efficiency was determined by Ultraviolet-Visible Absorption
Spectroscopy (UV-Vis), with the QTS/MTX 0.75 sample showing the highest drug
encapsulation efficiency and loading, at 79% and 62%, respectively. Stability in solutions were
analyzed over six months in the absence of the stabilizer Pluronic® F-127. Nanoparticles with
a QTS/MTX ratio of 1 demonstrated better stability. Tests using HL-60 leukemia cells and non-
tumoral MRC-5 cells showed differentiated selectivity in the presence of F-127. Zebrafish tests
showed that the PNC was non-toxic at concentrations of 40, 200, and 400 pug kg™', reversed the
inflammatory phase at all three concentrations, and reversed the neurogenic phase only at the

400 ug kg™ concentration. In rat models, the PNC reduced edema and leukocyte migration

induced by the arthritis model and showed, through biochemical analysis, that it causes less
hepatic damage compared to free MTX. Histopathology of the organs showed that the use of
NCE resulted in the preservation of renal and hepatic morphology. The PNCs show promising

results for antirheumatic and anticancer applications.

Keywords: Rheumatoid arthritis; cancer; nanocomplexes.
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1 INTRODUCAO
1.1 Artrite reumatoide (AR)

A artrite reumatoide ¢ uma doenca autoimune persistente e sistémica e sua
patogénese ainda permanece obscura. No entanto, avangos consideraveis foram feitos para
compreender os mecanismos da doenga. Tanto a predisposicdo genética quanto fatores
ambientais contribuem para seu inicio e progressao, ressaltando a heterogeneidade da AR (Wen
et al. 2023).

O tecido sinovial ¢ um tipo de tecido que se encontra ao redor das articulacdes,
composto principalmente de fibroblastos. Na artrite reumatoide, estes se proliferam e migram
de maneira anormal e secretam citocinas € enzimas que intensificam reagdes sistémicas,
destruindo tecidos, cartilagens e ossos (Croft ef al., 2019). Para condi¢des inflamatorias, como
a artrite reumatoide, a terminagdo da fase inflamatdria e a transicdo para a fase de reparo
tecidual ndo sdo bem definidas, levando a uma inflamagao cronica. A angiogénese (formagao
de novos vasos sanguineos) associada ao tecido sinovial inflamatério na AR tem muitas
semelhangas com a reestruturacao vascular encontrada em tumores solidos (Levick, 1981; Yuan
etal.,2012).

A inflamacdo ¢ um mecanismo de defesa natural do corpo em resposta ao dano
tecidual causado por lesdes fisicas, isquemia, infecgdes, exposi¢ao a toxinas ou outros traumas.
Essa reagdo pode induzir alteragdes celulares e ativar o sistema imunoldgico para promover o
reparo tecidual e o crescimento celular no local da lesdo. No entanto, se a inflamagao se tornar
persistente ou cronica, pode ter efeitos nocivos, levando a varios distirbios de saude (Coussens;
Wesb, 2002).

A inflamacio pode ser classificada em formas agudas e cronicas. E um fator-chave
responsavel pela progressdo de muitas doencas cronicas. Entre elas, estdo diabetes, cancer,
doencas cardiovasculares, problemas oculares, artrite, obesidade, doencas autoimunes e
doengas inflamatdrias intestinais (Arulselvan et al., 2016).

Os componentes imunoldgicos incluem, entre outros, barreiras fisicas (pele e
mucosas), fatores soliveis que mediam a chamada imunidade humoral (como anticorpos e
proteinas do complemento) e células leucocitérias (imunidade celular) que podem se comunicar
por meio de proteinas soliveis de baixa massa molecular, geralmente denominadas citocinas

Paul, 2012).

Varios tipos de células e citocinas desempenham um papel crucial na progressao da

AR. Leucécitos e varios mediadores pro-inflamatorios invadem a membrana sinovial,



18

desencadeando cascatas de eventos inflamatorios que iniciam interagdes com outras células do
sistema inato (mastdcitos, mondcitos, macrdfagos e células dendriticas), e respostas imunes nao
inatas (c¢lulas B e células T). Isso ocasiona uma resposta autoimune que eventualmente pode
provocar degradagdo 6ssea causando danos na cartilagem (Vyawahare et al., 2022).

A imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa (individuos saudaveis), que nao
requer um encontro prévio com patdgenos para responder apresentar uma resposta eficaz. Além
das barreiras cutaneas e mucosas, ela inclui células fagociticas, como monocitos, macrofagos,
neutrdfilos e células dendriticas, bem como diversas populacdes de células linfoides inatas. A
imunidade adquirida depende de linfocitos B e T e células apresentadoras de antigenos. Embora
mais especifica, a imunidade adquirida leva tempo para se desenvolver apds o estimulo
antigénico inicial. No entanto, posteriormente, sua resposta ¢ rapida. A ativagdo das respostas
imunes inatas produz sinais que estimulam e direcionam as respostas imunes adaptativas
subsequentes, que por sua vez podem amplificar ou regular os mecanismos imunes inatos
(Fearon; Locksley, 1996). Portanto, a imunidade inata e adaptativa opera de forma cooperativa
e interdependente.

Em 2020, aproximadamente 17,6 milhdes de pessoas em todo o mundo foram
afetadas pela AR, e as projecdes sugerem que esse numero aumentara para 31,7 milhdes até
2050, representando um aumento de 80,2% desde 2020. Mais de 17% dos pacientes apresentam
destruicao articular progressiva e deformidades, contribuindo para uma parcela substancial da
carga global de incapacidade (0,1%) devido ao tratamento inadequado (Zhao et al., 2025).

A AR pode se desenvolver em qualquer idade, mas o risco aumenta a medida que
as pessoas envelhecem. Novos casos de AR sdo de duas a trés vezes maiores nas mulheres do
que nos homens. Variagdes em dezenas de genes foram estudados como fatores de risco para
AR. A maioria desses genes sdo conhecidos ou suspeitos de estarem envolvidos em fungdes do
sistema imunologico. A predomindncia dos fatores de risco genéticos significativos para
evolucdo da AR sdo relacionadas as variacdes nos genes do antigeno leucocitario (HLA),
particularmente o gene HLA-DRB1 (Houtman et al., 2021). Fatores de risco ambientais
associados ao AR sdo especialmente relacionados ao tabagismo e ingestdo de alcool, que
aumentam o risco até 40 vezes em compara¢do com pessoas ndo expostas. No entanto, outros
fatores como peso ao nascer, amamentacao, nivel socioecondmico e regido de nascimento pode
aumentar a suscetibilidade (Liao; Alfredsson; Karlson, 2009).

O diagnostico da artrite reumatoide ¢ principalmente clinico. A apresentagdo tipica
¢ poliarticular, com dor, rigidez e edema de multiplas articulagdes em um padrao simétrico

bilateral. O inicio geralmente ¢ inespecifico, com sintomas articulares surgindo ao longo de
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semanas ou meses ¢ frequentemente acompanhados por anorexia, fraqueza ou fadiga. Pacientes
geralmente observam rigidez matinal com duragdo superior a uma hora. As articulagdes
comumente envolvidas sdo: os punhos, interfalangicas proximais, metacarpofalangicas e
metatarsofalangeanas (Figura 1). As articulagdes interfalangicas distais e articulagdes da coluna
vertebral geralmente sdo poupadas. Os achados tipicos do exame incluem inchago, flacidez,
sensibilidade e calor, com atrofia dos musculos proximos as articulagdes envolvidas (Harris,

2005).

Figura 1- Anatomia da mao humana edemaciada.

Indicador

Meédio

1. Falanges

2. Metacarpo

3. Carpo

Fonte: Partes da figura foram desenhadas usando imagens da Servier Medical Art. A Servier Medical Art by Servier
esta licenciada sob uma Licenca Creative Commons  Attribution 3.0 Unported
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/, acessado em 05 de julho de 2023).

Para o diagnoéstico da AR sdo realizados alguns testes laboratoriais iniciais como:
hemograma completo, fator reumatoide, velocidade de hemossedimentacdo (VHS) e/ou
proteina C-reativa. Os testes de funcdo renal e hepatica sdo recomendados para orientar a
escolha de medicamentos (American College of Rheumatology Subcommittee on Rheumatoid
Arthritis Guidelines, 2002).

Uma abordagem abrangente para o tratamento da artrite reumatoide consiste na re-
educagdo de habitos diarios, terapia fisica/ocupacional e tratamento medicamentoso. Os
pacientes devem ser informados sobre a doenga e encaminhados a esses especialistas para

manter a funcdo articular e retardar a incapacidade (Majithia; Geraci, 2007). O tratamento
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medicamentoso geralmente envolve uma abordagem em trés frentes: anti-inflamatdrios nado
esteroides (AINEs), glicocorticoides (GCs) orais ou intra-articulares em baixas doses e
farmacos antirreumaticos modificadores da doengca (DMARDs), que podem ser subdivididos
em: (1) Sintéticos convencionais, (2) Sintéticos direcionados e (3) Bioldgicos (representados
na Tabela 1). Os AINEs, reduzem a dor nas articulagdes e inchago, mas nao alteram o curso da
doenga e ndo devem ser usados. Esteroides, tais como (prednisona 10 mg por dia ou equivalente)
aliviam os sintomas e podem retardar o dano articular; eles devem ser prescritos em dose baixa
por curta duracdo, principalmente como terapia combinada e com célcio didrio (1500 mg) e
suplementos orais de vitamina D (400-800 UI) para limitar desmineralizagdo 6ssea (American

College of Rheumatology Subcommittee on Rheumatoid Arthritis Guidelines, 2002).

Tabela 1 — Farmacos utilizados no tratamento de AR.

Categoria do

. Nome Efeitos colaterais Referéncias
Farmaco
Cortisona ,
. Osteoporose, ulceras
Prednisona . L
. gastrointestinais, risco Caplan et al.,
Prednisolona .
. L. ) . cardiovascular, glaucoma, 2017; Stout;
Glicocorticoides Metilprednisolona S ~ .
Dexametasona insénia, depressao, Friedly;
. . ansiedade, déficits Standaert, 2019.
Hidrocortisona .. . . .
. cognitivos, ¢ hiperglicemia.
Triancinolona

Acido acetilsalicilico

Ibuprofeno
Naproxeno . .
.. e Riscos cardiovasculares,
Anti-inflamatorio ndo Meclofenamato . i
esterdide Diclofenaco sangramento Marsico; Paolillo;
drogas (AINES) Indometacina gastrointestinal e Filardi, 2017.
g Etoricoxibe intracraniano
Celecoxibe
lumaricoxibe
Hepatoxicidade
Metotrexato' nausecas, ngltos, Wang; Zhou; Liu,
diarreia,
. 2018.
fibrose e pneumonite
intersticial
Fi Sulfassalazina! Nausea ¢ vOmitos Xuetal., 2017.
an tir?‘grlilr?qii?iscos Leflunomida! Diarreia, esofagite e Abbas et al.,
modificadores da colite. Tin: ior?ze'tghe'
doenga (DMARDs) Hidroxicloroquina' Toxicidade oftadlmica > LNZ ’
a Schiilke, 2020.
e Aumento do risco de Deepak et al.
2 ’
Tofacitinibe infeccdo grave 2021.
Reagoes alérgicas,
Barictinibe? coagulos sanguineos, Xie; Zhang, 2020.

ataque cardiaco,
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infeccdo, lesdo hepatica
¢ diminuig¢do dos
globulos vermelhos

Adalimumabe’ Infecgao, pneumonia e Ling et al., 2024.
celulites
.- Parisil et al.
3 ~ D)
Tocilizumab Infecgoes 2005,

(1) Sintéticos convencionais; (2) Sintéticos direcionados e (3) Biologicos.
Fonte: Dados da pesquisa.

No Brasil, o nimero de internagdes relacionadas a AR e outras poliartropatias
inflamatérias durante o periodo de 1 ano (maio/2024 a maio/2025) foi de 17.731 o que
correspondem a um valor total de despesas para o sistema uUnico de saide (SUS) de

R$ 14.602.968,52 reais como ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Numeros de internag¢des relacionadas a
AR e outras poliartropatias inflamatérias por faixa
etaria (maio/24 a maio/2025).

Faixa Etaria 1 Internacoes
Menor 1 ano 53
1 a4 anos 489
5a9 anos 837
10 a 14 anos 855
15a19 anos 618
20 a 29 anos 1073
30 a 39 anos 1527
40 a 49 anos 2479
50 a 59 anos 3634
60 a 69 anos 3722
70 a 79 anos 1832
80 anos e mais 612

Fonte: Ministério da Saiude — Sistema de Informagoes
Hospitalares do SUS (SIH/SUS).

Apesar do conhecimento atual da fisiopatologia da AR, as modalidades de
tratamento disponiveis tém eficacia limitada na obtengdo de alivio completo dos sintomas. Os
objetivos do tratamento estdo associados a obtencdo de remissdo prolongada ou a diminuicao
da atividade da doenga, associada a prevencdo de danos e malformagdes articulares (Zhang;

Zhang, 2023).
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1.2 Cancer

O cancer ¢ caracterizado por anormalidades nos mecanismos que regulam o ciclo
celular, levando a sobrevivéncia e proliferacdo de células cancerigenas malignas. As vias
intracelulares geralmente sdo alteradas quando o cancer ocorre. A inibi¢do do apoptose
fisioldgica contribui para o desenvolvimento do céncer, bem como para a resisténcia a
radioterapia e a quimioterapia (Mortezaee et al., 2019).

O cancer representa um desafio significativo para a saude publica global, afetando
diversas dimensdes do bem-estar geral do individuo e contribuindo para a reducdo da
expectativa de vida em escala mundial. Apesar dos notaveis avangos na terapia antineoplasica
contra o cancer, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) prevé que, nos proximos vinte anos,
a ocorréncia de novos casos de cancer e morte a ele relacionados deverdo aumentar em
aproximadamente 50% e 70%, respectivamente, em todo o mundo (Andreani et al., 2024).

Entre os tipos de cancer com maior numero de casos registrados no mundo para o
sexo masculino, o cancer de pulmao é o mais diagnosticado (1.572.045 — 15,5% de novos casos
em 2022) e o que causa maior nimero de obitos (1.233.241 — 22.7% &bitos em 2022). No sexo
feminino o cancer de mama ¢ o mais diagnosticado (2.296.840 — 23.8% novos casos em 2020)
€ 0 que causa maior nimero de obitos (666.103 — 15.4% o6bitos em 2020) (Globocan, 2022). A

Tabela 3 apresenta os tipos de cancer com maior incidéncia e mortalidade no ano de 2022.

Tabela 3 — Dados do Globocan para os tipos de cancer mais diagnosticados € com mais 0bitos
registrados no mundo no ano de 2022.

Tipos de cancer Novos casos Obitos registrados

Pulmao 2.480.675 1.817 469
Mama 2.296.840 666.103
Colorretal 1.926.425 904.019
Prostata 1.467.854 397.430
Estdmago 968.784 660.175
Figado 866.136 758.725
Tireoide 821.214 47.507
Colo do utero 662.301 348 874
Bexiga 614.298 220.596
Linfoma ndo-Hodgkin 553.389 250.679

Esofago 511.054 445.391
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Tipos de cancer Novos casos Obitos registrados
Pancreas 510.992 467.409
Leucemia 487.294 305.405
Rim 434.840 155.953
Corpo uterino 420.368 97.723
Labio, cavidade oral 389.846 188.438
Ovario 331.722 206.956

Fonte: adaptado de Globocan (2022).

No Brasil, no ano de 2022 o cancer com maior incidéncia e 6bitos registrados no
sexo masculino foi o cancer de prostata (102.519 — 32.1% novos casos diagnosticados e 19.958
—13.6% O6bitos registrados) e no sexo feminino o cancer de mama (94.728 — 30.8% novos casos
diagnosticados e 22.189 — 16.8% obitos registrados). Além disso, estima-se a ocorréncia de
cerca de 12,6 milhdes de novos casos de cancer, para ambos os sexos, no Brasil nos proximos
23 anos (2022 a 2045) (Globocan, 2022).

As ligagdes entre cancer e inflamagdo foram estabelecidas pela primeira vez no
século XIX. Foi verificado o surgimento de tumores em locais de inflamagao cronica e células
inflamatorias foram observadas em bidpsias de tumores (Balkwill; Mantovani et al., 2001).

Estudos epidemioldgicos indicam que processos inflamatorios predispde
individuos a varios tipos de cancer. Estima-se que infeccdes subjacentes e respostas
inflamatorias estejam associadas a 15-20% de mortes relacionadas a morte por cancer em
escala global (Balkwill; Mantovani ef al., 2001). Existem muitos estimulos de inflamagdo
crOnica que aumentam o risco de desenvolver cancer. Dentre esses estimulos, a presenca de
infecgdes microbianas (por exemplo, a infec¢do por Helicobacter pylori esta relacionada ao
desenvolvimento de cancer géstrico e linfoma da mucosa géstrica), doencas autoimunes (por
exemplo, a doenca inflamatoria intestinal estd relacionada ao cancer de célon) e condigdes
inflamatoérias de origem desconhecida (por exemplo, a prostatite esta associada ao cancer de
prostata) (Mantovani et al., 2008).

O tratamento comum do cancer consiste em ressec¢do cirurgica, quimioterapia,
radioterapia e terapia bioldgica. A cirurgia ¢ uma medida eficaz para remover tumores solidos
malignos, especialmente em um estagio inicial do desenvolvimento do cancer. A aplicacdo da
quimioterapia tem sido popular ao longo dos anos por sua simplicidade e conveniéncia no

tratamento de pacientes com cancer (Jardim et al., 2017; Arruebo et al., 2011).
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No entanto, a citotoxicidade indiscriminada da quimioterapia causa efeitos
colaterais indesejaveis, visto que a quimioterapia também pode inibir o crescimento rapido de
tecidos e células saudaveis, incluindo foliculos capilares, células do trato gastrointestinal e
medula 6ssea. O uso de quimioterapia também induz resisténcia a multiplos medicamentos
(MDR) e tem potencial associagdo com células-tronco cancerigenas (CSCs). Os medicamentos
quimicos citotoxicos usados em quimioterapias sdo inespecificos e heterogéneos em termos de
distribuicao, o que contribui para a MDR no processo de tratamento (Wu et al., 2014; Perez-
Herrero et al., 2015). Essa inespecificidade impede a eficacia da quimioterapia e prejudica a

inibi¢do do crescimento tumoral, facilitando a recorréncia e estagio metastatico.

A nanotecnologia tem sido extensivamente estudada para o tratamento do cancer,
visto que as nanoparticulas podem servir como um importante mecanismo para a administragao
de farmacos. Essa metodologia apresenta beneficios, incluindo maior estabilidade,
biocompatibilidade, permeabilidade e efeitos de retengdo, bem como direcionamento preciso,
em contraste com os produtos farmacéuticos tradicionais. A utilizacdo de nanoparticulas
hibridas, que combinam as caracteristicas de varias nanoparticulas, impulsionou esse sistema

carreador de farmacos a niveis de sofisticagao sem precedentes (Yao et al., 2020).

1.3 Nanoparticulas (NPs)

Os medicamentos nanoestruturados abrem novos caminhos para o tratamento de
varias doengas, principalmente para tratamento de tumores, e assim apresentam grande
perspectiva de aplicagdo. Os nanocarreadores ndo apenas apresentam uma estratégia eficiente
para a administragdo de farmacos, como também oferecem a possibilidade de atingir o
direcionamento preciso de tumores, € superar os efeitos colaterais dos farmacos tradicionais,
que apresentam uma segmentagcdo nao especifica (Liu er al., 2023). Estas propriedades,
especialmente para NPs biodegradaveis, viabilizam a administra¢do de medicamentos em doses
menores e ainda assim ser igualmente, se ndo mais eficaz, do que os medicamentos tradicionais,
reduzindo o risco de efeitos adversos. As NPs ganharam recentemente a aten¢ao do publico,
uma vez que as NPs lipidicas foram usadas como transportadores para as vacinas desenvolvidas
para imunizacao contra o coronavirus (Schoenmaker et al., 2021).

No entanto, apds a administragdo, as nanoparticulas biomédicas para aplicagdes
terapéuticas ou diagndsticas enfrentam uma variedade de obstaculos. Dependendo da via de
administracao, como intramuscular (i.m.), subcutanea (s.c.), intravenosa (i.v.), oral, intravitrea,

pulmonar ou nasal, barreiras bioldgicas complexas devem ser superadas. A liberacdo oral de
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farmacos das nanoparticulas, por exemplo, ¢ prejudicada pelo ambiente géstrico acido e pela
secrecdo de muco que protege o trato gastrointestinal (GI) que pode capturar e remover
eficientemente as particulas administradas (Bresinsky; Goepferich, 2025).

Um dos principais desafios para aplicagdo de medicamentos nanoestruturados ¢ a
complexidade da avaliagdo de seguranca in vivo. Para diminuir a energia livre de superficie das
nanoparticulas, biomoléculas (por exemplo, proteinas, peptideos e glicolipidios) adsorvem
amplamente na superficie de nanoparticulas quando estdo dispersos em fluidos biologicos. Esta
cobertura natural das nanoparticulas ¢ denominada de proteina corona, que fornece uma
“identidade biologica” as NPs nos organismos vivos (Petry et al., 2019).

A proteina corona desenvolve um comportamento dindmico em fun¢do da
composicdo das NPs, morfologia e reatividade, que compdem as caracteristicas das NPs
(Winzen et al., 2016). Entretanto, algumas interacdes podem ser desfavoraveis ocasionando
desestabilidade coloidal e diminuindo a resposta bioldgica desejada. Essa dificuldade resulta da
alta forca ionica de substancias fisiolégicas ou em meios fisioldgicos simulados, que
prejudicam a estabilidade devido a diminuicao de seu potencial elétrico da superficie da NPs.
Uma maneira de superar esses problemas, ¢ utilizacio de agentes com capacidade de
estabilizacdo coloidal em suas formulagdes, mediante a adicdo de polimeros, por exemplo
(Petry et al., 2019).

A administracao de farmacos via NPs poliméricas oferece varios beneficios para o
tratamento do cancer. Em tumores sélidos, a vascularizacdo permite que macromoléculas, como
a albumina plasmatica, fiquem retidas preferencialmente nos locais tumorais, onde sao
eliminadas localmente devido a presenca de um sistema de drenagem linfatica pouco
desenvolvido. Esse fendmeno levou Matsumaura e Maeda (1986) a propor o chamado “efeito
de permeabilidade e reten¢dao aprimorada” (EPR), que tem inspirado o desenvolvimento de
nanomedicamentos para cancer had quase trés décadas. As nanoparticulas melhoram o
direcionamento e solubilidade de farmacos antitumorais, prolongam o tempo de circulagdo
deles, impedindo a depuracdo sanguinea/renal rapida e aumentam seu acumulo de farmacos em
torno de tumores solidos, ocasionando um aumento do EPR. As NPs podem ser utilizadas in
vivo por meio de mecanismos de segmentacdo ativa e passiva. Na segmentacdo passiva, as
nanoparticulas podem ser fagocitadas por macréfagos sem a necessidade de alteracdes em sua
superficie, uma vez que hd um aumento na quantidade de macréfagos durante processos
inflamatorios. Na segmentagdo ativa, ¢ imprescindivel o uso de ligantes direcionadores para
otimizar a distribuicao de sistemas nanoparticulados no local pretendido (Tian; Hua; Liu, 2023;

Pham, 2011).
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O tempo de circulacio das NPs no sangue depende de seu estado fisico e
caracteristicas quimicas como hidrofobicidade, carga superficial e peso/tamanho molecular.
Melhores efeitos terapéuticos também podem ser alcangados explorando a sensibilidade dos
polimeros (pH, calor, estimulos mecanicos ou fotossensiveis) para entrega especifica do
farmaco (Kumar et al., 2023).

As NPs também auxiliam no tratamento de doengas que comprometem a
degradacao articular e 0ssea, sendo usadas para administracdo de farmacos para osteoartrite,
artrite reumatoide e osteoporose. Além disso, as NPs impedem a absor¢do inespecifica por
outros 6rgaos e aceleram a remogao de substancias, como residuos e células, do espaco articular,
enquanto aumentam a reten¢do de farmacos na cartilagem, bem como no liquido sinovial
presente nas articulagdes, melhorando assim a eficacia terapéutica (Rabiei et al., 2021).

O didmetro padrao dos portadores lipidicos nanoestruturados (PLN), também
conhecidos como portadores de materiais hidrofébicos, oscila entre 10 ¢ 1000 nm. Entretanto,
para liberagao especifica no local, uma faixa de 50 a 300 nm ¢é recomendada, particularmente
para condi¢des que afetam o sistema nervoso central e agentes quimioterapicos. NPs com tais
dimensdes oferecem melhor penetragdo nas barreiras, maior absor¢dao pelas células e
consequentemente, uma acdo mais rapida (Khosa; Reddia; Sahab, 2018). NPs injetadas
intravenosamente sao mais propensas a agregar no figado, bago, pulmao, medula 6ssea e alguns
orgaos inflamatérios. Particulas menores que 100 nm podem escapar da fagocitose no sistema
reticuloendotelial (RES), enquanto particulas menores que 5,5 nm sao filtradas pelos rins e
eliminadas na urina (Li et al., 2023).

Os polimeros naturais sdo menos toxicos, mais biocompativeis, biodegradaveis,
facilmente disponiveis e de baixo custo em comparacao com os polimeros sintéticos. Dessa
forma, os polimeros naturais ganharam reconhecimento como potenciais carreadores de

farmacos (Tian; Hua; Liu, 2023).

A nanomedicina tradicional € constituida principalmente por carreadores que
apresentam uma preparacao complexa, baixa carga de farmaco, baixa reprodutibilidade e
dificuldade na producdo em larga escala. Os medicamentos nanoestruturados automontados
tomam um ou mais firmacos como unidade de constru¢do por meio de interagdes especificas,
utilizando as propriedades estruturais dos proprios farmacos. A nanomedicina automontada
pode reduzir muito o uso de carreadores, melhorar taxa de encapsulamento e capacidade de
carga do farmaco (Xu et al., 2023). Um dos maiores obstidculos para a aprovagdo dessas

formulagdes nos estagios de avaliagdes pré-clinicas sdo referentes a utilizagcdo de solventes
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organicos durante o processo de sintese (Kumar et al., 2023). Dessa forma, surge a necessidade

de obtencdo de nanocarreadores desenvolvidos em meios aquosos.
1.3.1 Complexacgdo entre farmacos ionizaveis e polieletrdlitos (PE)

A complexagdo entre farmacos ionizaveis e polieletrélitos com cargas opostas (PE)
para formar complexos (fairmaco-PE) tem sido amplamente investigada para preparar novos
sistemas de liberag@o de farmacos com diversas funcionalidades, como: (i) liberacao controlada
de farmacos (Moustafine et al., 2017) (i1) aumento da solubilidade (Liu et al., 2018), (ii1)
aumento da estabilidade hidrolitica do farmaco (Jimenez-Kairuz et al., 2004) e (iv) modificacao
de sabores (De Robertis et al., 2015).

A formagao do nanocomplexo de fArmaco ¢ iniciada pela complexagao eletrostatica
entre moléculas de farmaco ionizadas e polieletrdlitos com cargas opostas para produzir
complexos soluveis de farmaco-PE, os quais formam agregados entre si como resultado das
interagdes hidrofobicas entre as moléculas de medicamento ligadas no complexo. Além disso,
a interagdo entre moléculas de medicamento livres ¢ moléculas de medicamento ligadas no
complexo também contribui para o crescimento da massa do agregado. Ao atingir uma massa
critica do agregado, cujo valor ¢ ditado pela hidrofobicidade do fdrmaco, os agregados
complexos precipitam em solucao (Lim; Hadinoto, 2020).

O nanocomplexo de farmacos amorfos possui uma vantagem fundamental sobre as
formulacdes nanofarmacéuticas amorfas convencionais, pois sua preparacao € mais simples e
apresenta um consumo minimo de energia. As técnicas de preparagdo de nanofarmacos amorfos
convencionais podem ocorrer através da homogeneizagdo de alta pressdo, moagem Umida,
nanosecagem por pulverizagdo, nanoprecipitagdo controlada, precipitagdo microfluidica,
exibem um alto consumo energético, producao lenta ou altamente complexas, com amplo uso
de solventes organicos (Dong, Hadinoto, 2019). Além de sua simplicidade, apresentam como
vantagens o ndo uso de solventes organicos, consumo minimo de energia e a formagdo do
nanocomplexo também ¢ caracterizada por altas taxas de utilizacdo do farmaco (>80%m/m).
Essa alta taxa de utilizagdo do farmaco leva nao apenas ao desperdicio minimo, mas também a
uma alta carga util do farmaco.

Estudos mostraram que as caracteristicas fisicas dos nanocomplexos eram
dependentes de trés variaveis de processo: (1) concentragcdo do farmaco, (2) razao de carga de
PE para farmaco (RPE/farmaco) e (3) pH que influéncia o grau de ionizagdo dos farmacos
acido/base fracos (Cheow; Hadinoto, 2012; Nguyen et al, 2012). Caracteristicas fisico-

quimicas, como massa molar, tamanho de particula, funcionalidades quimicas, potencial zeta e
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hidrofilicidade-hidrofobicidade, sdo aspectos-chave que contribuem para o desempenho global
do sistema em formulagdes farmacéuticas e aplicagdes bioquimicas e biomédicas.
Macromoléculas anfifilicas, como polimeros, oferecem uma maneira robusta de regular o
tamanho, forma e a superficie das nanoestruturas dispersiveis em agua. Além disso, a mistura
de moléculas anfifilicas com cargas opostas pode produzir morfologias diferentes daquelas
formadas por moléculas individuais. De acordo com a literatura, complexos e conjugados a
base de polimeros (por exemplo, carboximetilcelulose com farmacos, proteinas etc.) podem dar
origem a formagdo de estruturas supramoleculares, referentes a organizagao estrutural das
moléculas de polimeros a base de carboidratos, além da molécula individual devido as fortes
interagdes intra e intermoleculares associadas a farmacos de cargas opostas (Carvalho ef al.,
2018).

Ao contrario das nanoparticulas estericamente estabilizadas, o nanocomplexo do
farmaco ¢ isento de surfactantes e sua estabilizacdo depende exclusivamente da estabiliza¢ao
de carga pelo PE. A eficiéncia de dissociacdo dos flocos do nanocomplexo ainda precisa ser
investigada devido a auséncia do surfactante estabilizador. Além disso, como o nanocomplexo
(farmaco-PE) ¢ mantido por ligacdo eletrostética, o enfraquecimento das cargas do farmaco e
do PE na presenca de contra ions do sal pode levar ao enfraquecimento da interacao (farmaco-
PE), o que pode resultar na descomplexacao prematura do farmaco do nanocomplexos (Dong;

Sin Cheow; Hadinoto, 2020).

1.4 Atividades imunologicas dos polissacarideos

A farmacoterapia com substancias naturais pode ser considerada atualmente uma
alternativa muito promissora a terapia convencional. Como macromoléculas biologicas, os
polissacarideos, juntamente com proteinas e polinucleotideos, sdo biomacromoléculas
extremamente importantes que desempenham papéis essenciais no crescimento e
desenvolvimento de organismos vivos. Na literatura estdo relatas investigacdes sobre a
bioatividade e aplicagdes farmacoldgicas desses materiais, como a atividade imunorreguladora,
antitumoral, antiviral, antioxidante e hipoglicemiante (Yu et al., 2018).

Polissacarideo ¢ um carboidrato polimérico constituido por mais de 10
monossacarideos ligados por ligacdes glicosidicas, que pode ser encontrado em animais, plantas
e microrganismos (Wang et al., 2021). Os principais monossacarideos que contribuem para as
propriedades anti-inflamatérias dos polissacarideos incluem glicose (Glc), acido glicurdénico
(GIcA), manose (Man), ramnose (Rha), fucose (Fuc), frutose (Fru), galactose (Gal), arabinose

(Ara), acido galacturdnico (GalA), sorbose (Sor), talose (Tal), xilose (Xyl) e ribose (Rib). Esses
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monossacarideos desempenharam um papel crucial na formagdo das estruturas dos
polissacarideos. Além de contribuir nos padrdes de ramificacdo, eles sdo essenciais para as
atividades biologicas. Isso incluiu sua capacidade de interagir com receptores e vias de
sinalizagdo que modulam a inflamagao (Wang et al., 2024).

Os polissacarideos tém sido amplamente estudados como polieletrolitos no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos. As interagdes eletrostaticas entre
moléculas de cargas opostas (como polimero-polimero, polimero-farmaco e polimero-farmaco-
polimero) dao origem aos complexos polieletroliticos (CPEs). Isso elimina a necessidade de
usar compostos adicionais como agentes de reticulagdo, que podem se tornar toxicos em certas
situacdes, diminuindo, dessa forma, os efeitos indesejaveis (Di Martino et al., 2019).

Polissacarideos imunoestimulatorios podem interagir direta ou indiretamente com
o sistema imunoldgico. Mondcitos, macrofagos e neutrofilos sdo os principais alvos descritos
que respondem a essas moléculas. Ao pesquisar atividades imunoestimuladoras relatadas de
polissacarideos, a maioria dos estudos trazem maior atividade dos macréfagos (Ferreira et al,
2015).

Em particular, diferentes farmacos anti-inflamatoérios e antirreumaticos foram
encapsulados em um derivado da quitina a quitosana. A quitina, uma importante fonte renovavel
de crustaceos, representa até¢ 14-27% dos residuos do processamento de camarao e 13—-15%
dos residuos do processamento de caranguejo, e reforca a estrutura polissacaridica com uma
matriz proteica. A insolubilidade da quitina em 4gua e na maioria dos solventes ¢ uma grande
barreira fisico-quimica para o uso comercial e, para superar essa limitagdo, foi desenvolvida a
quitosana, um derivado mais soluvel da quitina. Essa modificagdo expande significativamente
sua gama de aplicagdes, permitindo seu uso em areas como biomedicina, agricultura e
processamento de alimentos. A solubilidade aprimorada da quitosana em pH mais baixo a torna
um material versatil, abrindo novas possibilidades de inovacdo e uso pratico (Afrifa; Awuah,
2026).

Em 1859, o fisiologista francés Charles Rouget demonstrou o processo de formacgao
da quitosana (QTS) expondo a quitina a altas temperaturas na presenga de hidroxido de potassio
para induzir a desacetilacdo da quitina (Grifoll-Romero et al/, 2018). A QTS ¢ um biomaterial
versatil com propriedades Unicas: biodegradabilidade, biocompatibilidade e ndo toxicidade,
incluindo solubilidade em diferentes pH, tornando-a ideal para diversas aplicacdes biomédicas.
Com produgio comercial em paises como India, China, Japdo, Noruega, Polonia, EUA e

Australia (Azeez et al., 2025).



30

Sua estrutura é composta de ligagdes f-(1-4) D-glucosamina e N-acetil-D-
glucosamina dispostas aleatoriamente na cadeia do polimero (Motieia ef al., 2020) (Figura 2).
Apresenta dois grupos reativos (amino e hidroxila) que conferem ao polissacarideo uma vasta
aplicabilidade em diversos segmentos industriais. Esses grupos funcionais dentro da cadeia
principal da QTS, particularmente o grupo amino, desempenham um papel vital na formagao
de suas propriedades estruturais e fisico-quimicas devido as ligagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares. Com uma féormula molecular representada como (Cs¢H1104)n, sofre alteragao
na atividade desse composto quando submetido a tratamento alcalino ou acido, resultando em

proporgdes variaveis de glucosamina e N-acetil glucosamina (Azeez et al., 2025).

Figura 2 — Estrutura quimica da unidade de repeti¢ao da

quitosana
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenca desses grupos confere a quitosana uma natureza catidnica com a reducao
do pH, o que a torna capaz de se ligar prontamente a superficies carregadas negativamente,
como membranas mucosas, incluindo acido sidlico, bem como componentes superficiais
epiteliais. A ligagdo de hidrogénio e a intera¢do hidrofobica também desempenham um papel
importante na mucoadesdo da quitosana (Ways; Lau; Khutoryanskiy, 2018).

A abundancia de grupos amino permitem que o polimero crie uma rede
semicristalina de ligagdes de hidrogénio e/ou hidrofobicas no estado solido, além de favorecer
uma boa solubilidade em ambientes acidos. Assim, os valores de DA (grau de desacetilagdo)
devem ter efeitos significativos na interacdo intermolecular da quitosana e podem influenciar
ainda mais nas suas propriedades mecanicas, biologicas e fisico-quimicas, como conformagdes
da cadeia e propriedades eletrostaticas (Lim; Hwang; Lee, 2021). A modificacdo quimica da
quitosana ¢ uma estratégia eficaz para gerenciar a interagdo desse polimero com diferentes

elementos, como ions metélicos e compostos organicos, incluindo medicamentos. Além de ser
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um excelente recurso para a preparacgao de sistemas de liberagao controlada de firmacos (Negm
et al., 2020).

Entre 2017 ¢ 2022, a demanda global por QTS cresceu a uma taxa anual de 14,5%,
para aplicagcdo em areas, como engenharia de tecidos (Li et al., 2025), cicatrizagdo de feridas
(Zhou et al., 2025), administracao de farmacos (Manohar et al., 2025), administragdo de genes
(Rahimi et al., 2025), adsor¢ao de ions metélicos (Arafa et al., 2024) e corantes (Yang; Lou;
Wang, 2025), industria alimenticia (Qiu et al., 2024), revestimento de fertilizantes (Eddarai et
al., 2023) e cosméticos (Madihalli et al., 2025).

Os sistemas de liberagdo de firmacos sdo essencialmente compostos por um ou
mais farmacos aderidos a um carreador adequado. Os principais critérios para sistemas de
liberacdo ideais envolvem a capacidade de fornecer a dosagem precisa da substancia ativa em
uma taxa apropriada ao longo de um periodo especifico, com forte preferéncia por garantir que
o agente ativo seja direcionado exclusivamente ao local de a¢do designado dentro do corpo.
Uma caracteristica fundamental desses sistemas ¢ sua capacidade de atingir concentragdes
plasmaticas do farmaco que se enquadram na janela terapéutica do firmaco (OBEIDAT;
Lahlouh, 2025).

A QTS tem sido amplamente explorada para sistemas de carreadores vesiculares
baseados em lipossomas, micelas, microemulsdes, microesferas, nanoparticulas, nanoesferas,
nanoemulsdes e pontos quanticos. Dentre esses sistemas de carreadores, o interesse de pesquisa

em nanoparticulas a base de quitosana sdo notavelmente maiores com relagdo aos demais

(Manohar et al., 2025).
1.5 Metotrexato (MTX)

O MTX ¢ um 4cido dicarboxilico com massa molar de 454,5 g mol! e formula
molecular C20H22Ng Os. O pka dos 4cidos carboxilicos presentes na estrutura foi avaliado entre
3.8 e 4,8, com baixa permeabilidade em membranas (log P =0,53). A solubilidade do MTX em
dgua destilada (20°C) é de 0,01 mg mL"! sendo dependente do pH (Abolmaali; Tamaddon;
Dinarvand, 2013). Sua nomenclatura oficial segundo a International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) ¢ (S)-2-(4-(((2,4-diaminopteridin-6-il) metil) metilamino) benzamido)
acido pentanedioico. Foi sintetizado por Seeger et al. (1950) e tem sua estrutura ilustrada na

Figura 3 (Choi; Seeger; Kuntz, 2000).
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Figura 3 — Estrutura quimica do MTX.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O metotrexato foi inicialmente desenvolvido para inibir a sintese de purinas
(adenina e guanina) e pirimidinas (timina, uracila e citosina), necessarios para a sintese de DNA
e RNA durante a proliferagao celular. Embora este mecanismo possa contribuir para a supressao
do processo inflamatdrio, outros mecanismos de acao foram postulados, incluindo liberagao
aumentada de adenosina, inibigdo de reagdes de transmetilacdo que sdo necessdrias para
algumas fungdes celulares, acimulo diminuido de poliaminas e desacoplamento de sintese de
oxido nitrico. O MTX controla, tanto de forma direta quanto indireta, a atividade de quase todas
as células envolvidas na inflamag¢ao, como neutrofilos, monocitos, células T, células B, células
endoteliais e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (Cronstein; Aune, 2020).

Por causa de sua atividade antineoplasicas e imunossupressoras, o MTX ¢
comumente usado no tratamento de neoplasias e doengas autoimunes, tais como artrite
reumatoide e psoriase. Atualmente, o MTX ¢ um dos quimioterapicos mais aplicados, utilizado
isoladamente ou em terapia combinada para diferentes tipos de cancer, principalmente na
leucemia linfobléstica aguda. E também prescrito para neoplasias trofoblésticas, cAnceres de
mama, pulmao, cabeca e pescogo, osteossarcomas, linfomas cutaneos de células T ou linfomas
nao Hodgkin (Kozminski et al., 2020). Além disso, o MTX ¢ uma alternativa bem conhecida
as o tratamento cirargico da gravidez ectopica (Verberne et al., 2019).

Significativamente, 0 MTX se tornou a droga primaria para AR, devido ao seu baixo
preco e notavel eficacia, fazendo parte do tratamento padrao global para a AR. Esse farmaco ¢
frequentemente usado em combinagdo com outros agentes bioldgicos para melhorar o efeito
terapéutico (Sasaki ef al., 2021). Sua administragdo pode ser por via oral ou parenteral em
baixas doses. Apresenta uma meia-vida relativamente curta de aproximadamente 6 horas e ¢
indetectavel no soro depois das 18 horas. A biodisponibilidade do medicamente administrado

por via oral ¢ altamente varidvel devido a capacidade limitada do intestino de absorver o
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metotrexato, e a absor¢do maxima de uma dose oral unica ¢ menor que 25 mg (Herman ef al.,
1989; Schiff; Sadowski, 2017).

No entanto, o uso prolongado e em altas doses por via sistémica t€ém sido
relacionado a resisténcia medicamentosa e a efeitos colaterais indesejados (Zhao et al., 2017).
Feridas na boca, estomatite e redugdo na contagem de globulos brancos sdo alguns dos efeitos
colaterais mais comuns associados ao uso de MTX. Uma dose elevada administrada por um
periodo prolongado pode causar hepatotoxicidade grave, nefrotoxicidade e supressao da medula
ossea. Erupcdes cutaneas, coceira, tontura, queda de cabelo e sonoléncia sdo outros efeitos
colaterais associados ao MTX (Dhanka; Shetty; Srivastava, 2017). Para superar essas
dificuldades e aprimorar as propriedades farmacocinéticas, € necessario o desenvolvimento de
novas técnicas de administracao sistémica.

Nas ultimas décadas, a administragdo de farmacos mediada por nanossistemas
avancados, especialmente o sistema de administracdo direcionada de farmacos, tem sido
amplamente estudada para reduzir a toxicidade sistémica de farmacos no tratamento de diversas
doengas cronicas (Chen et al., 2022).

As nanoparticulas de quitosana atuam como carreadores para proteger o MTX da
degradagdo pelo acido gastrico, enzimas e figado (HOU et al., 2025). Com o objetivo de
aumentar a circulacdo do farmaco e a absor¢do celular, foram desenvolvidos alguns sistemas
de liberagao MTX com quitosana que podem ser verificados na Tabela 4.

As formulagdes mostram que existem varios fatores que ndo estdo bem elucidados
com relacdo a formag¢do de nanoparticulas desenvolvidas na presenca de quitosana e
metotrexato, dessa forma, surge a necessidade de investigar de maneira mais aprofundada,
novas rotas sintéticas, estudos de estabilidade, melhoramento da capacidade de incorporagdo e

aprimoramento de ensaios biologicos.



Tabela 4 — Sistemas de liberagcdo de MTX com quitosana.

34

Formulagao

Objetivo

Limitacoes

Referéncias

QTS modificada com
silica mesoporosa

para liberagao de
MTX

Cancer de
mama

(1) O reticulador
glutaraldeidoapresenta
toxicidade;

(2) As NPs com ~75 nm estao
susceptiveis a fagocitose pelo
sistema imunoldgico;

(3) Apresenta baixa carga
(%CF = 12,2) e eficiéncia de
encapsulamento (%EE = 13,9)

Shakeran et
al.,2021.

Nanoparticulas QTS-
MTX carregadas com
5-fluorouracil

Cancer de
colorretal

(1) Indice de polidispersio
(IPD) acima de 0,3
evidenciando heterogeneidade
em solucao;

(2) As NPs maiores que 300
nm dificultam a penetragdo de
barreiras e captacao celular;
(3) Nao apresenta estudo de
estabilidade que ¢ crucial para
confirmar se nao houve
agregacao.

Dos Santos et

al., 2025.

Nanoparticulas de
MIL 100 (Fe)
revestidas de QTS-
acido hialurénico

Artrite
Reumatoide

(1) Sintese complexa;

(2) Indice de polidispersio
(IPD) acima de 0,3
evidenciando heterogeneidade
em solucao;

(3) As NPs maiores que 300
nm dificultam a penetragao de
barreiras e captagado celular;
(4) Nao apresenta estudo de
estabilidade.

Pouyanfar et

al.,2024.

Fonte: Elaborada pelo autor.

1.6 Poloxdmeros

Conforme descrito no International Cosmetic Ingredient Dictionary and Handbook

(Gottschalck e McEwen, 2004), os poloxamero sdo definidos como polimeros em blocos de

poli(6xido de etileno)-poli (6xido de propileno)-poli(6xido de etileno) [PEO-PPO-PEQO].

Varios poloxameros sdo conhecidos pelo nome comercial Pluronic ®, seguido por uma letra e

um numero, L, F ou P, que se referem as formas fisicas liquida, em flocos ou pastosa,

respectivamente (Loyd, 1997). Os poloxameros geralmente obedecem a formula mostrada na

Figura 4, onde os valores médios de X, y e z sdo definidos na Tabela 5.



Figura 4 — Estrutura geral de um poloxamero.
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Tabela 5 — Valores médios para x, y € z para poloxadmeros com a
designacao comercial (Pluronic®).

Poloxamero X Y Z Pluronic n°
101 2 16 2 L-31
105 11 16 11 L-35
108 46 16 46 F-38
122 5 21 5 -
123 7 21 7 L-43
124 11 21 11 L-44
181 3 30 3 L-61
182 8 30 8 L-62
183 10 30 10 -
184 13 30 13 -
185 19 30 19 -
188 75 30 75 F-68
212 8 35 8 -
215 24 35 24 -
217 52 35 52 F-77
231 6 39 6 L-81
234 22 39 22 P-84
235 27 39 27 P-85
237 62 39 62 F-77
238 97 39 97 F-87
282 10 47 10 L-92
284 21 47 21 -
288 122 47 122 F-98
331 7 54 7 L-101
333 20 54 20 P-103
334 31 54 31 P-104
335 38 54 38 P-105
338 128 54 128 F-108
401 6 67 6 L-121
402 13 67 13 -
403 21 67 21 P-123
407 98 67 98 F-127

Fonte: adaptado de Singh-Joy e McLain (2008).
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Os poloxameros s3o surfactantes nao i0nicos ou agentes tensoativo, ndo
biodegradaveis, aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e incluidos nas
farmacopeias europeia e americana. Como nao sao toxicos ou irritantes, podem ser usados como
solubilizantes, estabilizantes e emulsificantes (Russo; Villa, 2019). Sdo comumente utilizados
em diversas aplica¢des industriais, como espumas, detergentes, cosméticos e, em particular, na
industria farmacéutica para a liberagcdo controlada de substancias ativas e farmacos, devido a
sua biocompatibilidade. Em solugdes aquosas, € em concentragdes acima da concentragao
micelar critica (CMC), eles se automontam em micelas com um ntcleo de PPO hidrofobico
circundado por uma coroa de PEO hidrofilica, proporcionando interessantes propriedades de
automontagem e termogeleficagdo (Fonseca-Garcia; Jiménez-Regalado; Aguirre-Loredo,
2021).

O poloxdmero 407 (Pluronic® F-127) destaca-se entre a familia mais ampla de
poloxameros devido ao seu comportamento termogelificante favoravel que ocorre a
temperatura fisiologica em solugdes aquosas concentradas. Essa automontagem espontanea sob
condigdes de baixa temperatura tornou o F-127 o atual biomaterial padrao ouro de seu tipo,
com uma ampla gama de aplicacdes biomédicas. As propriedades anfifilicas do F-127 o tornam
um modelo de estrutura para encapsulamento de uma ampla variedade de substincias
hidrofébicas e hidrofilicas, incluindo farmacos, células e nanomateriais. Além disso, o F-127
esta atualmente listado como ingrediente inativo em 16 diferentes medicamentos oftalmicos,
orais e topicos aprovados pela FDA, entre outros (Clerkin ef al., 2025).

Os estabilizantes desempenham um papel essencial na preparagdo e manutengao de
nanoparticulas. A alta energia de superficie das nanoparticulas pode levar a aglomeracido ou
agregacdo de cristais de farmacos na auséncia de um estabilizante apropriado. As principais
fungdes de um estabilizante incluem a umectagdo completa das particulas de farmacos, a
prevencdo da maturacdo de Ostwald e a aglomeracdo da nanosuspensdo para fornecer uma
formulacao fisicamente estdvel com barreiras estéricas ou i0nicas. O tipo € a quantidade do
estabilizante t€ém uma influéncia substancial na estabilidade fisica e no desempenho in vivo da
nanosuspensao (Abou El Ela et al., 2021).

Micelas de Pluronic F-127 carregadas de bufalin apresentaram melhor atividade
antitumoral, levando a altos niveis de apoptose de c€lulas tumorais, ocasionando uma redugao
significativa no volume do tumor (Wang et al., 2019). A curcumina encapsulada em micelas de
Pluronic F-127 exibiu boa estabilidade em solugao estoque em condi¢cdes ambientais (Ganguly
et al., 2020). A solubilizagdo dos farmacos antirreumaticos modificadores da doenca

(metotrexato, leflunomida e sulfassalazina) foi feita em micelas do copolimero tribloco
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anfifilico Pluronic F127 (Agafonov et al., 2019). Utilizacao de F-127 mostra a reducdo no efeito
hemolitico (ruptura da membrana das hemacias), enquanto mantém a atividade antitumoral in
vitro do farmaco miltefosine (Feitosa et al., 2019). Nesse contexto, a influéncia do Pluronic
F127 na solubilidade, taxa de liberag¢ao e biodisponibilidade do MTX serd avaliado.

No intuito de fomentar a pesquisa na area da artrite reumatoide e cancer, este
trabalho busca propor uma maneira de producdo de nanocarreadores de baixo custo na auséncia
de solventes organicos, baseado na formacao de nanoestruturas através da atragao eletroestatica
entre a forma cationica da quitosana e a anionica do metotrexato e avaliar o efeito da presenca

de Pluronic® F-127 como estabilizante.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver um nanocomplexos eletrolitico (NCEs) de quitosana (QTS) e

metotrexato (MTX) em solugdo aquosa com potencial agao antirreumatica e anticancerigena.

2.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito da razao molar de QTS/MTX na formag¢ao dos NCEs;

Estudar os fatores de propor¢ao, ordem de adigdo e¢ a presenca de F-127 na
formagao dos NCE;

Caracterizar os NCEs quanto a capacidade de incorporagdo do MTX, tamanho,
indice de polidispersao, potencial zeta, FTIR, TGA e MEV;

Determinar a estabilidade dos NCE em solugdo estoque;

Demonstrar o perfil cinético de liberacdo dos NCEs em tampdo fosfato (PBS)
simulando pH do ambiente inflamatdrio;

Avaliar o efeito citotoxico dos NCEs sobre células leucémicas HL-60 e a linha de
células nao tumorais MRC-5;

Analisar o efeito toxicologico, anti-inflamatorio e anti-hipernocetivo dos NCEs em
Zebrafish (Danio rerio) e em modelo de artrite induzida por zymosan em ratos;

Avaliar a toxicidade sobre os parametros renais e hepaticos em ratos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

A quitosana comercial (grau de desacetilagio = 77% e Mv 1,4 x 10° g mol™!) foi
obtida da Polymar. O metotrexato (Padrao Secundario Farmacéutico acreditado pelas normas
NA/IEC 17025 e NA 17034), o Pluronic F-127 e o Zymosan foram oriundos da Sigma-
Aldrich®. Acido acético (CH;COOH), alcool etilico (C2HsOH), acetona (C3HsO), formalina
(formaldeido; 0,1%), canfora, morfina foram obtidos da Synth®. O hidroxido de sodio (NaOH),
o fosfato de sédio dibasico (NaxHPOs4), fosfato de potassio monobasico (Na,HPO4) e acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) sdo oriundos da Vetec®. Dimetilsulféxido (DMSO) obtido

da Cequimica. A k-carragenana foi obtida Palazzo do Diet Light e ibuprofeno obtido do Advil.
3.2 Purificacio da quitosana

A quitosana foi purificada pela metodologia descrita por Nati ef al. (2009), com
modificacdes. Cerca de 10 g de quitosana comercial foram dissolvidas em 1000 mL de acido
acético (2 %v/v). Essa solugdo permaneceu sob agitacdo magnética de 300 rpm durante 24 h
até completa solubilizagdo. Em seguida, a solu¢do foi centrifugada por 15 min a 6000 rpm, o
sobrenadante foi precipitado com NaOH 1 mol L' at¢é pH 10 sob agitagio constante.
Posteriormente, a solugdo passou por um processo de centrifugacdo de maneira andloga a
anterior, mas nessa nova etapa, o sobrenadante foi descartado e o precipitado (sal de quitosana)
foi recolhido. O precipitado foi lavado com agua destilada até que a condutividade da solucao
se equiparasse a condutividade do solvente. Em seguida, o material foi lavado utilizando 4lcool
etilico 96 %v/v. Apds a lavagem, o precipitado passou por processo de secagem utilizando

acetona e jatos de ar quente.

3.3 Sintese dos NCEs

A formacao dos NCEs seguiu a metodologia descrita por Carvalho et al. (2018),
com modificacdes. A solucdo de quitosana (5,0 mg mL™") foi preparada dissolvendo 500 mg de
QTS em 100 mL de 4cido acético (0,5 %v/v); com agitagdo a 25 °C durante 24 h para completa
dissolugdo. Os grupamentos amino da quitosana se encontram protonados, formando a porg¢ao
cationica (-NHJ) do complexo obtendo um pH final 4,5 + 0,5.

A solugio de metotrexato (5,0 mg mL™) foi preparada dissolvendo 125 mg de MTX
em 15 mL de dgua ultra purificada (deionizada); com agitacdo a 25 °C, em meio alcalinizado

com NaOH 0,1 mol L! até pH 10. Em seguida, o volume foi aferido para 25 mL com agua
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deionizada. Nessas condigdes, os grupos acidos carboxilicos se encontram desprotonados na
presenca de base formando a por¢ao anidnica (-COO") do complexo.

Inicialmente, foram testadas razdes molares de QTS/MTX 0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75
para observar a influéncia das proporc¢oes e da ordem de adigdo. Para o calculo da quantidade
em mol da quitosana utilizou-se a massa molar da unidade monomérica média considerando o
grau de acetilagdo (171,9 g mol™!). Para o calculo da carga, foi considerada a desprotonacio dos
dois acidos carboxilicos presentes na estrutura do MTX. No entanto, foi observada que a adi¢ao
de MTX sobre a QTS em todas as propor¢des mencionadas provocavam a formagao de grandes
aglomerados, sendo descartada como op¢ao para produgdo dos NCEs.

Apenas a ordem de adigdo QTS sobre MTX foi avaliada, pois durante a preparagao
foi observada apenas a turvacao do sistema sem a presenca de precipitados. As duas solugdes
foram filtradas em funil de placa sinterizada de porosidade 3 ¢ 4 e, posteriormente, diluidas nas
concentragdes desejadas. Os complexos polimero-farmaco foram preparados por gotejamento
de 700 pL da solugdo de MTX em agua deionizada e o volume aferido para 10 mL. Essa mistura
foi colocada em um béquer de 25 mL sob agitagdo magnética (300 rpm; 25°C; 10 min). Em
seguida, foram gotejados [(1 gota a cada 3s) com auxilio de uma micropipeta (100 — 1000uL)]
cerca de 460 pL de QTS (quantidade constante para as demais razdes molares), deixando sob
agitacdo durante 5 min (razdo molar QTS/MTX 1,75). Para as demais razdoes molares 1,5; 1,25;
1; 0,75 foram usados respectivamente, 835 puL, 1002 puL, 1250 uL, 1671 pL de MTX.

Os testes com a presenca de F-127 foram realizados com os NCEs que apresentaram
melhores resultados de estabilidade. Solu¢do aquosa de F-127 na concentragdo de 4 %m/v foi
gotejada em 130 uL, 196 pL e 261 pL, que apresentam concentragdes finais de 0,05; 0,075;
0,1 %m/v, respectivamente nas solugdes de NCEs pré-formados. Em seguida, os NCEs foram
mantidos por 24 h em repouso. Posteriormente, as solugdes foram dialisadas em membrana de
dialise de acetato de celulose (14.000 g mol™!) por 12 h em 5 L de 4gua destilada (na auséncia

de luz) e foram liofilizadas para obten¢ao dos NCEs secos.

3.4 Caracterizacoes fisico-quimicas dos materiais precursores e dos NCEs

3.4.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

As medidas foram obtidas por DLS com espalhamento de contracorrente nao
invasivo (DLS-NIBS) na temperatura de 37 °C, em concentragdes variadas. A amostra foi
exposta a um laser vermelho (633 nm), com detec¢do realizada em um angulo de 173°. O

potencial zeta dos copolimeros foi avaliado por meio do velocimetro laser Doppler com
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analise de fase de troca de luz (M3PALS). O equipamento Nanosizer ZS 3600 (Malvern

Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) foi usado para ambos os estudos.
3.4.2 Capacidade de incorporagio do MTX aos NCEs

As solugoes de NCEs foram liofilizadas, e o material obtido foi dissolvido em
tampdo fosfato (pH 7,4; 0,1 mol L!) por 24 horas e centrifugado a 15.000 rpm por 30 minutos,
a fim de romper as matrizes dos NCEs e liberar o farmaco na solucao, sendo possivel quantificar
a sua incorporacao. A concentragdo de MTX foi medida por espectrofotometria no ultravioleta-
visivel (UV-vis) em 302 nm apds a centrifugacdo. Um espectrofotdmetro Shimadzu® modelo
UV-1800 foi empregado.

A eficiéncia foi determinada e a carga de fAirmaco calculada por meio de uma curva
de calibragio (APENDICE A), que relacionou a absorbancia a concentragdo (R = 0,9997).

A Equacao 1 foi usada para determinar a concentracao de MTX.

ABS = 0,00887 +47,91c (1)
onde ¢ ¢ a concentracio de MTX em mg mL!.

As Equagdes 2 e 3 foram utilizadas para determinar a Eficiéncia de Encapsulamento

(EE) e o Contetido de Farmaco (CF), respectivamente.

Massa de farmaco extraido do nanocomplexo

EE(%) = x 100 2)

Massa inicial de farmaco adicionado na sintese

Massa de farmaco extraido do nanocomplexo

CF(%) =

x 100 (3)

Massa do nanocomplexo

3.4.3 Espectroscopia de absorg¢do na regido do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

Os materiais precursores € os NCEs foram analisados em pastilhas de brometo de
potassio utilizando o espectrofotometro Shimadzu modelo IRTracer100 (Kyoto, Japdo), na

faixa espectral de 4000 a 400 cm’!.

3.4.4 Anadlise termogravimétrica (TGA)

A andlise TGA dos materiais precursores ¢ dos NCEs foi conduzida apds

liofilizagdo utilizando o equipamento Q-50 TA, em ambiente nitrogenado, com fluxo de 50



42

mL/min. Uma taxa de aquecimento de 10 °C por minuto foi aplicada em uma faixa de 25 °C a

900 °C. Amostras de cerca de 10,0 mg foram analisadas em cadinho de platina.

3.4.5 Ensaios de liberacdo in vitro

O ensaio de liberacdo do MTX foi conduzido utilizando um sistema de dialise (Yua
etal.,2019). Os NCEs nas razoes molares QTS/MTX 1 e 0,75 foram diluidos em tampao fosfato
com pH 5, simulando o ambiente acido de células inflamatorias. As solugdes foram inseridas
em sistemas que continham uma membrana de acetato de celulose, com corte de 14.000 g mol
I, O sistema foi dialisado por 96 horas a 37 °C, utilizando 40 mL de solu¢do tampao (pH 5; 0,1
mol L). A liberagdo de MTX foi monitorada em intervalos de tempo (0,5; 1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5;
4;5;6;7;8;9; 10; 24; 48; 72 € 96 h) por espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel (UV-
vis) a 302 nm. Os valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem de liberagao
utilizando a curva de calibragio (APENDICE B), estabelecendo uma relagdo entre absorbancia
com a concentragdo (R = 0,9998).

A Equacao 4 foi utilizada para determinar a concentragado liberada de MTX durante
o intervalo de tempo analisado.

ABS =0,00136 + 48,10c 4
onde c é a concentragio de MTX em mg mL.

3.4.6 Cinética de liberacdo do MTX

Foram propostos cinco modelos matematicos diferentes para investigar a cinética
de liberagdo do MTX com base em dados de liberagdo in vitro. A otimizacao da cinética de
liberagdo ¢ necessaria para a interpretagdo do perfil de liberagdo adequado para o sistema
desenvolvido. A Tabela 6 mostra os modelos empregados para interpretacio do perfil de

liberacao do MTX.



Tabela 6 — Modelos cinéticos de liberagao.
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Nome do
Equacio
modelo

Variaveis e definicoes

Ordem zero Q: = Qo + kot

Log Q: =log Qo + kit

Higuchi Qc= Qo + kyt 1/2

Hixson-

Ve - Y@ =kuct

Crowell

Korsmeyer
Qc = kgptn
—Peppas

M k k
Lo (g eket) (1 — ekorrt)

Zeng =
My kon + kofr kon + kogf

Qo é a concentracio
inicial do medicamento
no momento (to); Qi € a

quantidade de
medicamento liberada
no momento (t), e ko € a
constante de velocidade

de ordem zero.

ki é a constante de
velocidade de primeira
ordem (expressa em

tempo™! ou por hora).

ky é a constante de

dissolugdo de Higuchi.

onde kyc € a constante

de Hixson-Crowell.

kkp € a constante de
proporcionalidade e n ¢
o indice de liberagdo
como um indicador do
mecanismo de liberagdo
do farmaco.
ks € a taxa de difusdo do
farmaco, kon € a taxa de
associacao do farmaco e
o kor € a taxa de

dissocia¢do do farmaco.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.4.7 Estudos de estabilidade de armazenamento

Como parametros de estabilidade das nanoparticulas, analisou-se o didmetro médio
(Z-Ave) e o indice de polidispersdo (IPD). Esses parametros foram analisados com base em
solugdes obtidas apds didlise a 4 + 2 °C (Temperatura recomendada para o armazenamento do
farmaco) em agua destilada por um periodo de 6 meses (DOS SANTOS et al., 2023). As
medicoes foram determinadas a 37 °C em triplicata usando solugdes de NCEs em concentragdes

variadas, no equipamento modelo Malvern Nano Zetasizer ZS 3600.

3.4.8 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura, obtidas com o microscopio
FEI® modelo Quanta 450 FEG, permitiram a observacdo da morfologia dos NCEs. A voltagem
de aceleragdo foi ajustada para 20 kV, e a amplia¢ao das imagens foi configurada para 150.000
vezes. As solugdes foram gotejadas em um suporte de ago com fita de carbono para a preparagao
das amostras que foram submetidas a rotagdo promovida pelo Spin Coater KM-4* — SPI
Supplies em dois estagios de velocidades: estagio 1 — 1500 rpm por 15s e estagio 2 — 6000 rpm
por 45 s, para melhor aderéncia das amostras a fita de carbono. As amostras secas foram
metalizadas na metalizadora Quorum® modelo QT150 ES, com cobertura de ouro em

atmosfera de argonio.

3.5 Citotoxicidade

3.5.1 Cultura celular

A HL-60 (Gallagher et al., 1979) e a linha celular de fibroblastos pulmonares nao
tumorais MRC-5 (Jacobs; Jones; Baille, 1970) foram utilizadas neste estudo como modelo in
vitro para estudos de toxicidade. A linhagem HL-60 foi mantida em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco ®), enquanto a linhagem de células ndo tumorais
MRC-5 foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco ®).
Ambos os meios de crescimento foram suplementados com 10 % (v/v) de soro fetal bovino
(Gibco®), 1 % (v/v) de penicilina (100 U mL™!) e estreptomicina (100 mg mL™") (Invitrogen®),

e as células foram mantidas numa atmosfera de 5 % de CO,, umidificada pelo ar, a 37°C.
3.5.2 Avaliacdo da viabilidade celular através do ensaio Alamar Blue

A linha de células leucémicas HL-60 e a linha de células ndo tumorais MRC-5
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foram colocadas em uma placa de 96 pogos a uma concentragdo de 5x103 e 3x103 células por
pogo, respetivamente. Apos 24 horas, as células e as amostras foram tratadas em uma curva de
concentragio-resposta (100 — 1,56 pg mL™!) durante 72 horas. Em seguida, a viabilidade celular
foi avaliada com a adi¢do de Alamer Blue (0,1 ng mL™!") por 3 horas (Rampersad, 2012) e a
fluorescéncia (Ex/Em: 560/590 nm) foi medida no leitor de microplacas Biotek Synergy™ H1

(Agilent) e a concentracdo inibitdria maxima (ICso) foi determinada.
3.5.3 Andalises estatisticas

Todos os ensaios foram realizados em trés experiéncias independentes (triplicata),
e os resultados sdo expressos como média + desvio padriao (DP). A andlise da distribui¢ao
normal foi feita utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov. O grupo de controle negativo (CN)
foi definido como 100% da viabilidade celular e a concentracao inibitdria meio-maxima (ICso)
foi estimada através da percentagem de inibicdo x log da concentragdo, sendo a ICso € 0 seu
intervalo de confianga (95%) determinados a partir de regressdo ndo linear. O software

GraphPad Prism 5.01 foi utilizado para a andlise dos dados.

3.6 Avaliacdo do efeito toxicoldgico, anti-inflamatdrio e anti-nociceptivo em zebrafish

(Danio rerio) adulto.

Os experimentos expressos a seguir refletem os resultados obtidos para NCE na

razao QTS/MTX 1 na auséncia de F-127.
3.6.1 Amostra
NCE nas doses de 40 pg kg™!, 200 ng kg™ e 400 pug kg™

3.6.2 Modelo animal zebrafish

Peixe-zebra (Danio rério) (com idade entre 90 e 120 dias; peso de 0,4 = 0,1 g e
comprimento de 3,5 + 0,5 cm), de origem silvestre e de ambos os sexos, foi comprado em uma
loja local em Fortaleza, CE. Os animais foram mantidos em um aquério de vidro de 10 L (n =
3/L), com dimensdes de 30 x 15 x 20 cm, a uma temperatura de 25 = 2 °C. O aqudrio foi
submetido a ciclos de claro-escuro de 24 h, utilizando agua clorada (ProtecPlus®) e bomba de
ar com filtros submersos. A temperatura foi mantida em 25 °C, com pH de 7,0 e ciclo circadiano
de 10 — 14 h (claro/escuro). Os peixes foram alimentados com ragao (Spirulina®) a vontade 24

horas antes dos experimentos. Antes da administragdo dos medicamentos, os animais foram
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anestesiados em agua gelada. Apo6s os experimentos, foram sacrificados por imersdo em agua
gelada (2 e 4 °C) por 1 minuto, até que os movimentos operculares cessassem. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-
UECE:; n.° 04983945/2021), em conformidade com os Principios Eticos da Experimentacio
Animal. Os ensaios foram realizados pelo Laboratorio de Bioensaios Quimico-farmacoldgico

¢ Ambiental (LABQFAM — UECE).

3.6.3 Protocolo geral

Zebrafish adultos de ambos os sexos foram escolhidos de forma aleatoria para os
experimentos. Eles foram colocados em uma esponja umida e submetidos ao tratamento com a
amostra teste ou controles (DMSO 3% ou morfina) por via intraperitoneal (i.p.) ou oral (v.0.),
seguindo as metodologias propostas por Magalhdes et al. (2017) e Bezerra et al. (2021).
Posteriormente, os animais foram colocados individualmente em um recipiente de 500 mL,
contendo 350 mL de 4gua do aquario, e deixados em repouso. Foram empregadas seringas de
insulina (0,5 mL; UltraFine® BD) com agulha de calibre 30G para tratamentos intraperitoneais
(i.p.), enquanto a micropipetadora automatica monocal (10 — 100 pL) foi utilizada para
tratamentos orais. Todos os grupos de animais que receberam os compostos passaram por testes

de toxicidade aguda, nocicepgao e inflamagao.
3.6.4 Toxicidade aguda 96 h

Neste experimento, os peixes (n = 6/grupo) receberam a amostra NCE (40; 200 e
400 pg kg!'; 20 uL) ou veiculo (grupo controle: DMSO a 3 %; 20 uL; i.p.) por via oral (v.0.).
Ap0s os tratamentos, os animais foram deixados em repouso para analise da taxa de mortalidade
por um periodo de 96 h. A cada 24 h, registrou-se o numero de peixes mortos em cada grupo.
A dose letal capaz de matar 50% dos animais (DL50) foi determinada pelo método matematico
Trimmed Spearman-Karber, com intervalo de confianca de 95% (OECD 2019; Arellano-
Aguilar et al., 2015).

3.6.5 Tratamentos

Para realizacao dos testes de nocicep¢ao os animais (n = 6/grupo) foram tratados
com a amostra NCE (40; 200 e 400 ug kg™'; 20 uL; v.0.), morfina (8 mg kg™!; 20 uL; v.o. —
controle positivo) ou veiculo (solugdo de DMSO a 3%; 20 uL; v.0.) e formalina (nas fases

neurogénica e inflamatoria 0,1 %; 5,0 uL).
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No teste inflamatorio, os animais (n = 6/grupo) foram tratados por via oral (20 pL)
com a amostra NCE (40; 200 e 400 pg kg''; v.0.); ibuprofeno (100 mg kg, v.o. — Controle
positivo); carragenana 1,5% (20 pL, i.p. — indutor do edema e controle negativo) e veiculo

(solugao de DMSO a 3%; 20 pL; v.0.).

3.6.6 Comportamento nociceptivo induzido por formalina

Peixes adultos (n = 6/grupo) foram pré-tratados (20 pL; v.0.) com a amostra NCE
nas diferentes doses (40; 200 e 400 pg kg''; v.0.). Um segundo grupo de animais foi pré-tratado
com morfina (8 mg kg'!; controle positivo) e um terceiro grupo foi pré-tratado com veiculo
(solugao de DMSO a 3%; controle negativo). Apos 60 min de realizados os pré-tratamentos, foi
realizada a aplicagcdo i.m. (intramuscular) do agente nocivo — formalina (0,1%; agonista de
TRPA1) administrada na cauda dos animais. A analgesia foi avaliada através da atividade
locomotora pelo nimero de cruzamentos realizado no teste de campo aberto em placa de Petri
durante 30 min de analise, calculada tanto na fase neurogénica (0 — 5 min) quanto na fase

inflamatoria (15 — 30 min) (Silva ef al. 2020).

Para avaliagdo da participagdo do receptor TRPA1 no efeito antinociceptivo dos
NCE, um novo grupo de animais adultos (n = 6/grupo) foram pré-tratado intraperitonealmente
(10 uL; i.p.) com canfora (30,4 mg kg™!), e apés 30 min, os animais receberam tratamento com
a melhor dose efetiva (antinociceptiva) da amostra de NCE (400 pg kg™ [F1] e 40 ug kg™ [F2];
10pL; v.0.). Um outro grupo foi pré-tratado com veiculo (solu¢do de DMSO a 3%; controle
negativo), morfina (8 mg kg!; controle positivo) e um grupo tratado com canfora (30,4 mg kg
1) foram incluidos na analise. Apos 60 min, os grupos foram tratados por via i.m. (intramuscular)
com formalina (0,1%; agonista de TRPA1; 5uL) aplicada na cauda dos animais e em seguida,
levados para o teste de campo aberto. A analgesia foi avaliada como descrito anteriormente

(Lima et al. 2020).

3.6.7 Inducdo de edema abdominal por k-carragenana

No teste de inflamacgao observa-se a formag¢ao de edema abdominal e o aumento de
peso do peixe induzido pela k-carragenana 1,5% por um periodo de 4 horas seguidas (Silva et
al., 2020). Os peixes sem tratamento foram inicialmente identificados e pesados e em seguida
3 grupos (n=6, cada) foram tratados com a amostra NCE com concentra¢des de MTX de 40;
200 e 400 pg kg'; v.o., em outro grupo foi aplicado o anti-inflamatorio ibuprofeno (100 pg kg™
!, v.0. — Controle positivo) e um grupo com DMSO 3% (veiculo — controle negativo). Apos o

periodo de 1 hora em repouso foi realizada a aplicagdo em todos os grupos por via
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intraperitoneal (i.p.) da k-carragenana a 1,5%, permanecendo em repouso por mais 1 hora. Apos
esse periodo os peixes seguiram para pesagem a cada hora por um periodo de 4 horas seguidas.
Esses dados foram plotados e calculada a diferenga entre o peso inicial do peixe sem tratamento
em relagdo ao peso do peixe apds cada hora de aplicagdo da k-carragenana até o tempo final de

4h (Alves et al., 2022).

3.6.8 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média para cada
grupo de seis animais. Apds verificar a normalidade da distribui¢do e a homogeneidade dos
dados, as diferencas entre os grupos foram analisadas por meio da ANOVA unidirecional (one-
way ANOVA). Para os mecanismos de acdo e teste de inflamacdo, utilizou-se a ANOVA
bidirecional (two-way ANOVA), seguida do teste de Tukey. Todas as analises foram conduzidas
utilizando o software GraphPad Prism v. 8.0. O nivel de significancia estatistica foi definido

como 5% (p < 0,05).

3.7 Analise do efeito anti-inflamatério e anti-hipernociceptivo do NCE em ratos

Os experimentos expressos a seguir refletem os resultados obtidos para NCE na

razdo QTS/MTX 1 auséncia de F-127.

Ratos machos da linhagem Wistar (200 — 220 g) foram mantidos sob condicdes
controladas (22 — 25 °C, ciclo de luz de 12 h) e receberam agua e comida a vontade. Os
protocolos experimentais foram conduzidos de acordo com as diretrizes do NIH (publicacao n°
85-23, revisada em 2011) e do Conselho Nacional de Controle em Experimentagdo Animal
(CONCEA), sendo aprovados pelo comité de ética local (CEUA/UECE n° 03610944/2023). Os
ensaios foram realizados pelo Laboratorio de Fisiofarmacologia da Inflamacdo (LAFFIN-

UECE).

3.7.1 Artrite induzida por Zymosan e tratamento

A artrite foi induzida pela inje¢do de Zymosan (500 pug/25 uL) na articulacao tibio-
talsal direita de ratos sedados e anestesiados (xilazina 10 mg kg™! + cetamina 80 mg kg™!, i.m)
(Bringel et al., 2020). Os animais do grupo controle receberam 0,9 %m/v NaCl (solucdo salina
estéril; 25 pL 1. art.). Os animais receberam MTX através das NCEs (MTX-NCE: 20 — 40 ug
kg) ou MTX (40 pg kg!) por via subcutinea (sc) 30 min antes da inducdo da artrite por
Zymosan (Rafik et al., 2023).
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3.7.2 Medicdo de edema e hipernocicepg¢do articular

O edema e a hipernocicepgao (termo que se refere a dor do animal) articular foram
avaliados por até 6 horas apos a inducdo da artrite. O edema foi mensurado em milimetros
usando um paquimetro digital. Para avaliar a hipernocicep¢ao, os animais foram colocados
individualmente em caixas de plexiglas com piso de rede maledvel para permitir acesso a
superficie ventral das patas traseiras. Uma sonda de area larga (4,15 mm?) acoplada a um
algesimetro digital EFF 302 (Insight®) posicionada no centro da almofada da pata, foi utilizada
a fim de causar flexao da articulagdo. Um limiar mecanico reduzido (g) necessario para evocar

a resposta de retirada da pata ¢ indicativo de hipernocicepcao (Bringel ef al., 2020).
3.7.3 Migracdo de leucdcitos para a cavidade sinovial

Na sexta hora apds a inducdo, os animais foram eutanasiados. As articulagdes
tibiotarsicas foram lavadas duas vezes com 100 pL de tampao fosfato (PBS), com 10 mmol L~
I'de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Uma ciAmara de Neubauer foi usada para contar
o total de leucdcitos do lavado articular. O liquido coletado foi submetido a centrifugagdo a 670
G por 15 min. O sobrenadante foi armazenado (-80 °C), e o pellet resultante foi ressuspenso
com 50 pL de PBS e utilizado para a confeccao de laminas de esfregaco, coradas com H&E e

realizada contagem diferencial de leucocitos (Bringel ef al., 2020).

3.7.4 Analise da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), empregada como indicador da
presenca de neutréfilos, foi avaliada em amostras de liquido articular. As amostras do lavado
articular foram incubadas em uma solugdo de HTAB 0,5% (brometo de
hexadeciltrimetilamonio), centrifugadas (4.500 G; 15 min; 4 °C) e o sobrenadante foi coletado.
Posteriormente, as amostras foram plaqueadas e adicionou-se 200 pL da solugdo de leitura,
composta por 5 mg de Odianisidina, 15 pL de H2O2 a 1%, 3 mL de tampao fosfato e 27 mL de
H>0. A atividade da MPO foi medida pela velocidade de oxidacdao do substrato O-dianisidina
na presenca de H>O», resultando na formagdo de um composto de cor marrom. Em diferentes
momentos (t 0 min; t 1 min e t 3 min), a absorbancia foi medida a 450 nm utilizando um leitor
de microplacas (Apollo LB913, Berthold Technologies). Os resultados foram apresentados
como atividade de MPO por mililitro de fluido articular (Bradley; Christensen; Rothstein, 1982).
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3.7.5 Anadlise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrio da média (n=6) e
analisados por meio da analise de variancia de um fator (ANOVA), seguida pelo teste de

Bonferroni. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.

3.8 Toxicidade aguda em ratos

3.8.1 Peso corporal e massa relativa dos orgdos

Imediatamente apos a eutandsia, a massa relativa dos 6rgdos (figado, rins, bago) foi
medida usando a relagao:

Massa relativa dos 0rgaos (%) = massa dos o6rgaos/peso corporal x 100 %)
3.8.2 Avaliacio hematologica e bioquimica

Os animais foram sedados com xilazina (10 mg kg™!) e cetamina (100 mg kg™!) antes
da coleta de sangue e eutandsia por inalagdo de CO.. Os niveis séricos de ureia, creatinina e a
atividade enzimatica da alanina aminotransferase (ALT) e da aspartato aminotransferase (AST)

foram medidos utilizando kits Randox.

3.8.3 Avaliacdo histopatologica dos orgdos

Para andlise de alteragdes histopatologicas dos o6rgaos-alvo, rim, baco e figado, os
mesmos foram fixados em formalina a 10% e incluidos em parafina, seccionados (5 um) e
corados com H&E. As laminas foram analisadas em microscopia optica e imagens ampliadas
foram capturadas para avaliar a presenca e a extensdo das alteragcdes morfologicas.
3.8.4 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao (EPM) ou mediana
(intervalo interquartil). O teste t foi utilizado para analisar a comparagdo entre dois grupos,
enquanto a ANOVA, acompanhada pelo teste de Bonferroni, foi empregada para comparar trés
ou mais grupos. A triagem hipocratica de Malone foi analisada utilizando o teste de Kruskal-
Wallis, complementado pelo teste de Dunn. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos NCEs

A sintese dos NCEs foi possivel devido a natureza eletrostatica dos materiais
precursores. A quitosana ¢ um polissacarideo linear de natureza cationica amplamente utilizado
na industria farmacéutica, esses aspectos podem facilitar a taxa de carreamento de farmacos
carregados negativamente (Han ef al., 2023). O metotrexato apresenta em sua estrutura quimica
dois acidos carboxilicos que, em meio alcalino, sofrem desprotonagdo levando a formagao do
carboxilato, o que confere o carater anidnico ao farmaco. A formacdo do complexo envolve o
monitoramento do comportamento molecular em solucdo, sua estabilizacdo ou agregacao,
formagdo complexa e/ou interagdo com o solvente, que ¢ consequéncia do equilibrio das
interagdes intermoleculares, sendo cruciais quando se considera sua atividade bioldgica.
(Carvalho et al., 2018).

Para as formulag¢des das proporgdes estudadas foi observada a resposta relacionada
ao tamanho médio de particula (Z-Ave), indice de polidispercao (IPD) e potencial zeta ({) com
relacdo as razdes molares entre os componentes. A Tabela 7 mostra as quantidades presentes de

cada um dos componentes nas sinteses realizadas.

Tabela 7 — Proporgdes reacionais dos componentes presentes nas sinteses.

Nomenclatura Razao Razao de QTS/MTX
) -
das amostras molar cargas (n"/n’) (%m/m)
QTS/MTX 1,75 1,75 0,66 39,6 / 60,3
QTS/MTX 1,5 1,50 0,56 35,5/64,5
QTS/MTX 1,25 1,25 0,47 31,5/68,5
QTS/MTX 1 1,00 0,37 26,9 /73,1
QTS/MTX 0,75 0,75 0,28 21,6 /78,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

O intervalo de razdes molares foi selecionado apds uma série de tentativas. Foi
observado que razdes inferiores a 0,75 ocasionavam a precipitagdo dos materiais, sendo esse o
limite para formulagdes de solugdes coloidais estaveis. Por outro lado, razdes superiores a 1,75
nao foram capazes de formar nanoestruturas com boa uniformidade, como ilustrado na Figura

5.
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Figura 5 — Distribui¢ao de tamanhos dos NCEs.

Intensidade (%)

Fonte: Elaborado pelo autor.

As bandas com a razdo molar QTS/MTX 1 e 0,75 sdo mais estreitas, comparadas
as demais, evidenciando uma maior uniformidade de tamanhos de particulas, além de apresentar

distribui¢d@o unimodal que indica maior estabilidade.

A proposta esquemadtica da reacdo de sintese dos NCEs polimero-farmaco esta

representada na Figura 6.
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Figura 6 — Formagdo do nanocomplexo polimero-firmaco: desenvolvimento de interagdes
eletrostaticas entre quitosana (QTS) catidnica e metotrexato (MTX) anionico.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Caracterizacoes fisico-quimicas dos materiais precursores e dos NCEs
4.2.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

Os resultados das principais caracteristicas dos NCEs em solu¢do podem ser
observados na Figura 7. As analises foram realizadas 24 h ap6s a formacao dos NCEs e pos-
dialise, no intuito de verificar alguma mudanga substancial nas propriedades dos materiais.
Observou-se que apods a didlise o didmetro dos NCEs, IPDs e potencial zeta ndo sofreram
alteragdes significativas, mantendo as caracteristicas pos-sintese. O pH final ap6s formacao e

pos-dialise sao semelhantes (5,0 = 0,5).
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Figura 7 — Relagdo entre a razado molar e a variagdo de tamanhos de particulas, IPDs e potenciais
zeta: (%) 24 h apos sintese e ( #) apos dialise.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Como relatado na literatura, o indice de polidispersao IPD determina a
homogeneidade de tamanho das nanoparticulas. Valores superiores a 0,3 indicam baixa
uniformidade, sendo uma indicacao de agregacdao (Pauluk et al., 2019). De acordo com os
resultados obtidos, as razdes molares que apresentaram indices inferiores a 0,3 de IPD foram
os NCEs 1,25; 1; 0,75 o que mostra que esses sistemas, dentre os analisados, sdo os que
apresentam melhor uniformidade em solugdo. O potencial zeta ¢ um pardmetro que especifica
a carga superficial das nanoparticulas, e essa carga ¢ influenciada pela composi¢dao ¢ pH do
meio em que as nanoparticulas estdo dispersas. Os NCEs apresentam potencial zeta de
aproximadamente + 20 mV. Esse valor esta dentro do padrdo recomentado para uma boa
estabilidade que varia entre £+ 15 a+ 30 mV (Shafiq et al., 2022). Com relacio ao potencial zeta,
todas as nanoparticulas obtidas apresentaram um potencial positivo, evidenciando a
predominancia da quitosana na superficie do NCEs. Isso pode levar a beneficios
farmacocinéticos, uma vez que as nanoparticulas carregadas positivamente tendem a interagir

de forma mais eficaz com a carga negativa predominante nas membranas celulares,
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evidenciando a propriedade mucoadesiva da quitosana (Kamel et al., 2017; Bilginaylar et al.,
2022).

Todas as formulagdes apresentaram diametros médios adequados para aplicagao
bioldgica, valores inferiores a 300 nm. E possivel observar que a medida que a proporgio
anidnica (MTX) aumenta, o diametro dos NCEs apresenta um significativo aumento, o que ¢
mais proeminente quando comparamos os sistemas 0,75 e 1, onde essa variacdo chega a
aproximadamente 100 nm. Isso pode ser justificado devido a maior propor¢do de cargas
negativas, chegando proximo ao ponto isoelétrico e levando uma possivel agregagao indesejada.
Por isso, a razdo 0,75 ¢ a limite para a estabilidade coloidal, como mencionada anteriormente.

Através dos resultados preliminares, as razdes molares QTS/MTX 0,75; 1; 1,25
foram selecionadas para as caracteristicas fisico-quimicas em solucdo sugerem melhores
resultados biologicos.

E relatado na literatura que a uma elevada quantidade de cargas na superficie da
nanoparticula pode levar a aglomeragdo ou agregacdo do farmaco na auséncia de um
estabilizador apropriado. As principais fun¢des de um estabilizador incluem a formulagao com
barreiras estéricas ou idnicas (Abou El Ela et al., 2021). O tipo e a quantidade do estabilizador
tém uma influéncia substancial na estabilidade fisica e desempenho in vivo da nanoparticula.
Dessa forma, buscou-se introduzir ao sistema um agente estabilizador que apresentasse alta
biocompatibilidade. O estabilizante selecionado foi o F-127, que ¢ vastamente utilizado na
industria farmacéutica. Esse surfactante ndo interfere na formag¢do do nanocomplexo
QTS/MTX, uma vez que ele ¢ adicionado ap6s a formagao da nanoparticula. Por ndo apresentar
cargas em sua estrutura, ndo fornece uma competicdo i0nica que interfira na formagao do
sistema.

Assim, o F-127 foi acrescentado ap0s a sintese dos NCE nas concentragdes de 0,05;
0,075; 0,1 %m/v observando o volume final dos sistemas. Essas concentragdes adicionadas de
F-127 sdo inferiores a sua concentracdo micelar critica (CMC), que é 0,79 mmol L' ou 1% m/v
(medido a 24,5 °C) (Aich et al, 2013), evitando a competicdo entre a formacgao de micelas e

adsor¢ao aos NCE. Os resultados observados estdo dispostos na Figura 8.


https://www.webofscience.com/wos/author/record/3980531
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Figura 8 — Relagdo entre a concentragdo de F-127 nas razdes molares de QTS/MTX de 0,75(® ),
1 (®)e 1,25 (%) e a variagao de tamanhos de particulas, IPDs e potencial zeta (pos-dialise).
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Fonte: Dados da pesquisa.

A presenca de F-127 na razdo molar QTS/MTX 1,25 ocasionou uma
desestabilizacdo dos NCEs; com aumento do diametro, do IPD e uma reducao acentuada do
potencial zeta. Esses fatores em conjunto tornam o sistema 1,25 com F-127 inviavel para
aplicacdo biologica. Os nanocomplexos QTS/MTX 1,0 e 0,75 mantiveram os parametros

semelhantes aos sistemas na auséncia de F-127.
4.2.2 Capacidade de incorporagdo do MTX aos NCEs

A Tabela 8 mostra a carga de farmaco e a eficiéncia de encapsulamento dos NCE
1,0 € 0,75. Ocorreu a diminui¢ao dos teores de farmaco com o aumento da concentracao de F-
127 adicionado, sendo mais evidenciado na razdo 0,75. Essa reducdo pode ser explicada pela
possivel interacdo do MTX com o F-127, comportamento semelhante ja foi relatado por Pawar
et al. (2018) com é&cido folico e o flavonoide natural fisetina, ambos com caracteristicas

hidrofébicas. Durante o processo de didlise, o firmaco que se encontra aderido na extremidade
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da nanoparticula pode protonar o grupo carboxilato devido a presenca de ion H" do meio aquoso,
fazendo com que retorne a sua forma 4cida. Esse processo aumenta a hidrofobicidade do MTX,
melhorando a sua interagdo com a parte hidrofébica do surfactante, o que facilita a saida do

farmaco da nanoparticula durante o processo de dialise.

Tabela 8 — Eficiéncia do encapsulamento e carga de fArmaco.

Razao
%PF-127 %CF %EE

Molar
- 55,6 £3,2 76,1 £4.,4
| 0,05 270+1,0 59,5+22
0,075 21,8+1,5 57,4+4,0
0,1 17,5+3,2 53,4+6,2
- 62,1 +3,5 79.2+4,5
0,05 353+0,5 67,0+0,9

0,75

0,075 284 +1,1 629+2)5
0,1 294 +04 743+ 1,0

Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de %EE dos NCEs sdo superiores aos valores obtidos por nanoparticulas
de quitosana e metotrexato sintetizadas via gelifica¢do ionotropica (%EE =32,3 + 1,2 2 50,3 £
2,4) (Ekinci; Koksal-Karayildirim; Ilem-Ozdemir, 2023), copolimeros de quitosana com acido
itaconico e haleto de alquila amonio quaternario de metacrilato de dimetilaminoetil (%EE = 68)
(Mahmoodzadeh; Jannat; Ghorbani, 2019) e nanocédpsulas de quitosana modificadas por acido

57amosis e acido oleico (%EE = 62,25 — 53,61) (Nazari ef al., 2023).

Com base nos resultados obtidos, foram selecionadas quatro formulacdes para
continuidade das caracterizacdes. Os NCEs nas razdoes molares QTS/MTX 1 e 0,75 foram
preparadas na auséncia e na presenga de F-127 na concentragdo intermedidria de 0,075 %m/v,

pois apresenta menor IPD entre as concentragdes analisadas.

4.2.3 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras foram caracterizadas por FTIR para verificar a presenga dos grupos
quimicos dos materiais precursores nos NCEs produzidos, mostrados na Figura 9. As bandas

caracteristicas para 0 MTX sdo em 3354 cm™' que corresponde ao estiramento O-H ligados a
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carbonila de acidos estendendo-se a grupos sobrepostos com estiramento O-H da agua
proveniente de umidade da amostra, em 1642 — 1604 cm™ encontra-se a banda atribuida ao
estiramento C=0 (-C=0 4acido carboxilico e a C=0 de amida. A banda C=0 ¢ dividida em um
dubleto nessa regido. As bandas correspondentes ao estiramento N-H da amida aparecem na
regido de 1542 — 1503 cm™!, parcialmente sobreposta com o alongamento aromatico —C=C
(Bajas et al., 2021). Algumas bandas caracteristicas para a QTS sdo sobrepostas as do MTX
devido a presenga dos grupos amina e amida em ambas as estruturas. Entretanto, a banda na
regido de 1076 cm™! indica um estiramento C-O-C referindo-se as ligagdes B-glicosidicas (1—4)
do polissacarideo (Medeiros; Ferreira; Cavalheiro, 2023). A presenca do F-127 pode ser
observada pela banda bem evidenciada na regido 2878 cm! referente ao estiramento C-H do

grupo CH3 (Shafiq ef al., 2022), confirmando a presenca de QTS, MTX e F-127 nos NCEs.

Figura 9 — FTIR dos NCEs e materiais precursores .
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

A analise de TGA foi realizada para as amostras de QTS, MTX, F-127 e NCEs
(Figuras 10 e 11). Para o termograma da QTS ¢ possivel observar trés eventos de perda de
massa. O primeiro evento com reduc¢do de 6,9 % m/m ocorre a 61 °C decorrente da evaporacao

de moléculas de agua. Como esse evento ocorre em uma temperatura abaixo de 100 °C pode-
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se inferir que as moléculas de dgua estdo adsorvidas a estrutura quimica da QTS. O segundo
evento com perda de 60,5 % m/m ocorre a temperatura de 281 °C e corresponde a decomposicao
da cadeia polimérica. Ocorre um pequeno evento de perda de 15,1 % m/m proximo a 750 °C
proveniente da pirolise do material carbonizado. Uma massa residual de 16,9 % m/m foi
observada, evidenciando que a degrada¢do da QTS ndo foi completa até¢ a temperatura de
900 °C. Esses eventos também foram relatados por Pereira et al. (2013).

O termograma do MTX apresenta evento de perda massa de 11,9 % m/m em 79 °C
decorrente da evaporagdo da 4gua, outro de 46,0 %om/m em 238 °C referente a fusdo seguida de
perda cumulativa de massa (27,2 %m/m) devido a decomposi¢ao do farmaco carbonizado (De
Oliveira et al., 2013). Nao foi possivel verificar a degradagdo completa do MTX no intervalo
de temperatura analisado, obtendo uma massa residual de 14,3 %m/m.

O F-127 apresenta um evento de decomposi¢do com acentuada perda de massa que
se iniciou na temperatura de 200 °C e foi concluido em 400 °C devido a reacdo de pirolise
(Shafiq et al., 2022). Nao foi observada a presenga de residuo, resultado de uma decomposigdo

completa e da natureza nao ionica do surfactante.
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Figura 10 — Termograma dos materiais precursores .
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os NCEs sintetizados na auséncia de F-127 fornecem resultados que nao
representam a sobreposi¢do dos eventos de decomposi¢cdo observados nos termogramas dos
materiais precursores. Dessa forma, foi possivel inferir que os eventos expressam as
modificagdes estruturas promovidas pelas novas interagdes idnicas formadas, devido
entrelacamento e conformagdo das cadeias de QTS na presenca de MTX. Os termogramas dos
NCEs produzidos na presenga de F-127 fornecem resultados que evidenciam a contribuicao
dele no evento de maior perda massa das amostras, pois ocorre na regido caracteristica da sua
decomposi¢cdo como mencionado anteriormente. Outra observagdo ¢ que a presenca de F-127
ocasiona um aumento da estabilidade térmica para os NCEs, ou seja, a sua interagdo favorece

o melhoramento das propriedades térmicas dos materiais.
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Figura 11 — Termogramas dos NCEs na presenga e auséncia de F-127.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.5 Ensaios de liberacdo in vitro

Com o intuito de avaliar os NCEs como veiculo para a liberacdo do MTX, foram
realizados ensaios de liberagdo in vitro em meio aquoso com tampao fosfato pH 5,0 (Figura 12).
E possivel observar uma rapida liberagio inicial em todos os sistemas, seguida de uma liberagéo
controlada. Essa rapida liberacdo pode ser explicada pela presenca de farmaco adsorvido na
superficie do NCE, ficando mais disponivel para solvatacdo em meio aquoso. A liberacdo
controlada deve-se ao relaxamento gradual das interacdes eletrostaticas promovidas pela
diminui¢do da concentracao de MTX na matriz polimérica, ocasionado pelo processo de difusao.
A presenca de F-127 proporciona um maior percentual de liberagdo do farmaco como

mencionado no topico 4.2.2.

A razdo molar 1 apresenta maior percentual de liberagao, isso pode ser explicado
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pela diminui¢do da atracdo eletrostatica promovida pela menor concentracdo de farmaco no
sistema. As cadeias ficariam mais livres o que propicia uma maior facilidade para a liberagao
do farmaco no NCE. Diferentemente do que ocorre na razao 0,75, com maior teor de MTX,
observa-se um perfil de liberacao mais lento, enfatizando que a presengca de MTX reflete em
uma maior atra¢ao entre as cadeias, favorecendo a reducdo da velocidade de liberagao do

farmaco do NCE.

Figura 12 — Perfil de liberagdo in vitro do MTX, onde QTS/MTX 1 (A); QTS/MTX 1-0,075%
F-127(B); QTS/MTX 0,75 (C) e QTS/MTX 0,75 — 0,075% F-127(D).
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.6 Cinética de liberacdo do MTX

O mecanismo de liberacdo do MTX dos NCEs foi determinado ajustando os dados
de liberagdo para seis modelos cinéticos. A Tabela 9 mostra os valores dos coeficientes de
correlagdo (R?). Foi observado que todas as razdes molares apresentaram o modelo de Zeng
como o mais adequado para o perfil de liberacao, pois exibiu o maior valor de coeficiente de
correlacdo. Esse modelo considera dois perfis de comportamento para o firmaco: (1) o firmaco
molecularmente disperso no sistema e (2) moléculas do fArmaco que participam da formagao
de agregados, cristais, complexos com excipiente e/ou absorvidos. Este ultimo € coletivamente
referido como farmaco associado, enquanto o primeiro ¢ referido como moléculas do farmaco

dissociadas prontas para liberacdo. Valores de taxa de difusdo do farmaco (ks), taxa de
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associacao do farmaco (kon) € taxa de dissociagdo do farmaco (Kofr) oferecem informacgdes sobre
o comportamento das matrizes dos NCE. Em todos os sistemas, os valores de ks foram muito
maiores que os de kon € Kofr que, segundo a literatura, determina que o farmaco sofre uma
liberacao rapida via difusao devido a moléculas livres dispersas no sistema, seguida de uma
liberagdo lenta de moléculas de farmaco inicialmente ligadas que sdo rompidas através do

processo de dissociacdo (Zeng; Na; Wu, 2011).

Tabela 9 — Modelos cinéticos para o perfil da liberacao de MTX nas NCEs.

Ordem Primeira Hixson- Korsmeyer
Higuchi Zeng
zero ordem Crowell — Peppas
Razao Molar
R? R? R? R? R? R?
1 0,6271 0,2502 0,8489 0,5198 0,9132 0,9605
1 -0,075%
0,4513 0,1403 0,7262 0,4431 0,8433 0,9912
PF127

0,75 0,7194 0,2760 0,9140 0,6609 0,8747 0,9486

0,75 -0,075%
0,7323 0,3441 0,9095 0,5777 0,9175 0,9927

PF127

Fonte: Dados da pesquisa.

Outro parametro que pode ser obtido ¢ a diferenga de energia livre entre o livre e

o ligado, através da Equacao 5.

AG = —kBTln(k"”) (5)
kKoss

onde AG ¢ a variacdo de energia livre entre os estados livre e ligado do farmaco, kg ¢ o valor

da constante de Boltzmann (1,380649x102 m*kg s?K') e T é a temperatura absoluta

(assumida como 310 K). A Tabela 10 mostra os valores de ks, kon, kofr € AG.
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Tabela 10 — Valores de ks, kon, kotr € AG.

Razio Molar ks (b Kon (h) Kot (h1) AG (J)
1 0,16070 0,00200 0,00198 -4,32x10%
1-0,075%
2,28883 0,33443 0,12207 -4.31x1072!
PF127
0,75 0,15910 0,00321 0,00248 -1,10x102!
0,75 - 0,075%
0,25033 0,02252 0,00947 -3,71x102!
PF127

Fonte: Dados da pesquisa.

Foi possivel observar que o F-127 promove um aumento do valor de AG que resulta
em uma liberacao rapida, devido uma maior presenga de farmaco disperso no sistema. O menor
valor de AG observado nos NCE na auséncia de F-127 demonstra uma maior associagao
farmaco-carreador, reduzindo a liberagao rapida, devido a menor presenga de farmaco livre, o

que melhora no controle da liberagao do farmaco.

4.2.7 Estudos de estabilidade

A forga de hidratagdo ¢ a forca universal que atua entre superficies bem solvatadas
na agua e equilibra outras atracdes de superficie (por exemplo, interagdes de van der Waals) na
faixa nanométrica (Israelachvili; Wennerstrom, 1996). Desta forma, torna-se necessario
verificar o comportamento dos NCEs em solucdo. Para essa finalidade, foi realizado um estudo
por 6 meses da solu¢do estoque de nanocarreadores a temperatura de 4°C (temperatura de
armazenamento adequada do MTX, segundo as recomendagdes do fabricante). A razdo molar
QTS/MTX 0,75 apresentou pouca estabilidade em solugdo (cerca de 3 semanas) podendo ser
observada de maneira macroscopica a precipitacdo. Uma explicacdo plausivel seria a presenga
de maior concentracao anionica promovida pelo aumento percentual do MTX na nanoestrutura.
E reportado na literatura que a alta concentragdo de sais altera a estabilidade coloidal de
suspensdes, 0 que ocasiona macroscopicamente a precipitacdo (Chen et al., 2016). A partir
desse resultado foi verificado que a razdo molar 0,75 ndo estaria dentro dos parametros ideais
para realizacao de estudos in vivo.

Os NCEs de razdo molar 1 presenca e auséncia de F-127(0,075%m/v) foram
64amosissi e os resultados estdo apresentados na Figura 13. Ambos os sistemas mostraram raios
hidrodindmicos consistentes ao longo do tempo, apresentando uma pequena variagao no 5° e 6°

més, uma confirmagdo adicional de sua estabilidade em solugdo aquosa. Esses resultados sdo
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melhores comparados aos valores observados por Coutinho ef al. (2020) com nanoparticulas de
fucoidana/quitosana carregadas com metotrexato, que apos o 5° més apresentou uma variagao
expressiva de tamanho (300 nm — 1° més;1100 nm — 6° més). Os IPDs de ambas as amostras
mantiveram valores inferiores a 0,3 durante todo o periodo do estudo, evidenciando a boa
homogeneidade dos dois sistemas. O potencial zeta apresentou um decréscimo de valor em
modulo sugerindo uma pequena modifica¢do na superficie do material, devido a uma possivel
reorganizacao dos componentes na nanoestrutura, ficando um pouco mais aparente na amostra
sintetizada na presenca de F-127. Essa reducdo da carga superficial também foi relatada por

Choi et al. (2010), sugerindo uma blindagem eficaz dos NCEs.

Figura 13 — Estabilidade da solugdo estoque dos nanocomplexos QTS/MTX 1 (# ) e QTS/MTX
1 —F-127(0,075%)( # ).
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2.8 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A caracteristica morfologica dos NCEs foi analisada por MEV (Figura 14). As
imagens mostram que os NCEs tém uma forma esférica e seus tamanhos médios relativos sdo,
respectivamente: 105,3 + 16,8 nm para QTS/MTX 1 (Figura 14%) e 184,8 = 25,7 nm QTS/MTX
1 —F-127(0,075%) (Figura 13B). Para os nanocarreadores sintetizados na auséncia de F-127 os

valores de tamanho foram semelhantes aos observados por DLS. Os NCEs contendo F-127
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apresentaram significativo aumento do diametro, porém € notavel que ele apresenta particulas
com boa dispersdo sem agregacdo, uma confirmagdo da blindagem promovida pela adsor¢ao
do F-127 como relatado na literatura (Abou El Ela et al., 2021). Esse fato nao pode ser
observado para os NCEs sem F-127, pois ndo existe um componente que promova essa barreira.
A imagem da razdo QTS/MTX 0,75 (Figura 14C), ilustra a agregagdo do material, devido ao

alto teor de farmaco, o que explica os dados de estabilidade em solugdo estoque.

Figura 14 — Analise morfologica das NCEs: em (A) 105,3 + 16,8 nm para QTS/MTX
1, (B) 184,8 £ 25,7 nm QTS/MTX 1 — PF-127 e (C) aglomerados QTS/MTX 0,75.

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3 Citotoxicidade

Os neutroéfilos tém atraido atengdo significativa como alvos terapéuticos devido ao
seu envolvimento dinamico em uma série de patologias, incluindo doengas inflamatorias e
cancer. As células de leucemia promielocitica aguda (HL-60), frequentemente sdo empregadas
como modelo para estudos in vitro da fun¢do dos neutrdfilos, servem como um modelo de
estudo de neutrofilos humanos amplamente utilizado em bioensaios e ferramentas de triagem.

Essas células tém sido amplamente utilizadas em diversos estudos para elucidar o
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comportamento e a funcao dos neutrofilos (Li et al., 2025).

Foi avaliado o efeito citotoxico dos compostos metotrexato (MTX), quitosana
(QTS), NCE e NCE-F127 contra a linha de células leucémicas HL-60 e a linha de células nao
tumorais MRC-5 (Figura 15) apds 72 horas de tratamento. Os resultados evidenciaram que o
MTX, o NCE e o NCE-F127 tiveram um elevado efeito citotoxico na HL-60, com um ICso de
1,94, 1,8 e 1,43 pg mL™!, respetivamente (Tabela 11). Além disso, os dados mostraram que os
mesmos compostos apresentaram toxicidade seletiva, uma vez que os compostos apresentaram
um ICso mais elevado na linha celular nao tumoral MRC-5 do que na linha celular cancerigena
HL-60. Além disso, o composto NCE-F127 nao levou a redugao em 50% da viabilidade celular
contra a linhagem celular MRC-5 mesmo na maior concentragio avaliada (100 pug mL™),
indicando padrdes altamente seletivos. O composto QTS nao apresentou efeito antileucémico
ou téxico nas linhagens celulares avaliadas, com ICso maior que 100 pg mL! em ambas as

linhagens celulares.
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Figura 15 — Viabilidade celular das linhas celulares leucémicas HL-60 e ndo tumorais MRC-5
ap6s 72 horas. A) As linhas de células HL-60 e B) MRC-5 foram tratadas numa curva de
concentragdo-resposta (100 — 1,56 pg. mL™') dos compostos e a viabilidade foi estimada
definindo o grupo de controlo negativo (NC) como 100%. As barras representam o desvio
padrdo da média de 3 experiéncias independentes.
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Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 11 — Concentragdo inibitoria mediana (ICso).
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Células MTX QTS NCE NCE-F127
1.94 1.8 1.43

HL-60 (1.3—2.89) <100 (132-246)  (123—1.71)
26.13 81.85

MRC-S (151 _38.56) < 100 (49.91 — 134.2) <100

Fonte: Dados da pesquisa.
4.4  Avaliacao do efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo das amostras em zebrafish
(Danio rério) adulto.

4.4.1 Toxicidade aguda 96 h

As doses 40 pg kg''; 200 pug kg! e 400 mg kg de NCE ndo foram toxicas para
zebrafish adulto até 96 h de analise (DLso > 400 ug kg') (Tabela 12), pois ndo houve um
quantitativo de morte significativo e nenhuma alteracdo anatomica aparente nos animais

durante este periodo (p > 0,05).

Tabela 12 — Resultados dos testes de toxicidade aguda do composto NCE.

Mortalidade 96h
DLso (mg kg!) /1C

Amostra CN D1 D2 D3

NCE 0 0 0 0 > 400

Legenda: CN- Grupo controle negativo: DMSO 3%. D1 — Dose 1 (40 pgkg'). D2 - Dose 2 (200 pg kg'). D3 -
Dose 3 (400 pg kg!). DLso-dose letal para matar 50% dos zebrafish adulto; IC — intervalo de confianga.

4.4.2 Comportamento nociceptivo induzido por formalina

O efeito da amostra NCE na nocicepg¢ado induzida por formalina foi investigado. Foi
observado que a amostra inibiu significativamente a nocicepgao em pelo menos uma dose nas
duas fases do processo nociceptivo induzido pela formalina, restaurando a locomog¢do dos
animais no teste de campo aberto. Essa reversdo ocorreu na dose de 400 ug kg™ da amostra
NCE (fase neurogénica) e nas trés doses testadas na fase inflamatéria (40; 200 e 400 ug kg™),
visto que, essas doses ndo apresentaram diferenca estatistica relacionada a morfina, ou seja,
demonstraram resultado similar ao firmaco de referéncia. Ja a morfina, como esperado, inibiu
significativamente a nocicep¢ao neurogénica e inflamatéria da formalina (****p < 0,0001 vs.

Controle) (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito da amostra NCE na nocicep¢ao induzida por formalina (0,1%) em zebrafish
adulto na fase neurogénica (0 — 5 min) e fase inflamatoria (15 — 30 min). Cada coluna representa
a média + erro padrao da média (n = 6/grupo). Controle (Veiculo: DMSO a 3%; 20 uL; v.o;
Morfina: 8 mg kg™'; 20 pL; v.0.), NCE (40, 200 ou 400 pg kg''; 20 pL; v.0.). One-way ANOVA
seguido do teste de Tukey. (**p < 0,01; ****p < 0,0001 vs. Controle; *p < 0,01 vs. Morfina)
fase neurogénica. (*p< 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001 vs. Controle) fase
inflamatoria.

Fase neurogenica Fase inflamatdria

=
T 250~ u a4 E 200+
E ! =
2 l | 4 =
S 2004 ) ] = 1504 ) _‘, i
s 150 pr T
g — 2 100+
S 100+ £
g o S g
~ . : [ 50
g 504 g
: e : | I
(=]
§ |:'-__ ] ] L E o"' T T T
S Controle 40 200 400 Morfina = Controle 40 200 400 Morfina
NCE NCE
(g Kg'- 20pL; ip) {wg Kg™- 20pL; ip)
Formalina (NaCl 0.1 %, 5 pL: i m) Formalina (NaCl 0.1 %, 5 pL; i m)

Fonte: Dados da pesquisa.

Para investigacdo do mecanismo de a¢ao da amostra NCE via receptor TRPAI, foi
realizado o teste de nocicepcdao aguda com a canfora (antagonista do canal TRPA1). Como
resultado, foi confirmado efeito antinociceptivo para a amostra NCE na dose 400 ug kg™! (fase
neurogénica) e na dose 40 pg kg (fase inflamatoria) bloqueado pela canfora na nocicepgao
induzida por formalina (*p < 0,01; **#p < 0,0001 NCE vs NCE + Canfora), indicando que o
efeito antinociceptivo da amostra NCE ocorreu através do receptor TRPA1 (Figura 17). Nesse
ensaio, espera-se que o antagonista bloqueie o canal TRPA1 no qual a amostra est4 atuando,
assim o efeito antinociceptivo previamente observado ¢ interrompido e o peixe retorna a ter sua

locomogao reduzida, que reflete a hipernorcicepcao .
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Figura 17 — Efeito da canfora na atividade antinociceptiva em zebrafish adulto na fase
neurogénica (0 — 5 min) e inflamatdria (15 — 30 min). Cada coluna representa a média + erro
padrao da média (n = 6/grupo). Controle: veiculo (DMSO a 3 %; 20 uL; i.p.), NCE (40, 200
ou 400 pg kg!; 20 uL; v.0.), Canfora (30,4 mg kg'!; 10 uL; i.p.). Two-way ANOVA seguido do
teste de Tukey. ("p < 0,01; ****p < 0,0001 vs. Controle; *p < 0,01; ##p < 0,0001 NCE vs.
NCE + Canfora).
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.3 Edema abdominal induzido por carragenana

O teste de edema abdominal induzido por carragenana foi realizado para averiguar
o efeito anti-inflamatério do NCE. Foi possivel observar que para a amostra analisada houve
redugdo significativa do edema induzido pela k-carragenana marcado estatisticamente.

Nas trés doses da amostra NCE (Figura 18) € possivel observar diferenca estatistica
com o grupo de animais exposto a solugdo de DMSO 3% que corresponde a solugdo veiculo de
preparagdo das amostras, ou seja, controle negativo do teste. Todavia, foi observado semelhanga
estatistica desejavel com o farmaco padrao correspondente ao controle positivo do ensaio
(Ibuprofeno) para investigagdo do efeito anti-inflamatorio (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <

0,0001 vs. Control).
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Figura 18 — Efeito da amostra NCE no edema abdominal induzido
por k-carragenana 1,5% em zebrafish adulto, analisado durante o
periodo da quarta hora de teste. Cada coluna representa uma média
+ erros padrdo da média (n= 6/peixe). Controle (Veiculo: DMSO a
3%; 20 pL; v.o; Ibuprofeno: 20 pL; v.0.), NCE (40, 200 ou 400 pg
kg!; 20 pL; v.0.). One-way ANOVA, seguida do teste tukey: (**p <
0,01, ***p < 0,001, ****p <0,0001 vs. DMSO 3%).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Essa andlise possibilitou a verificagdo do efeito da amostra NCE frente ao
comportamento nociceptivo induzido por formalina e efeito anti-inflamatorio induzido por -
carragenana 1,5%. Identificou-se para a amostra testada o efeito antinociceptivo em pelo menos
uma das doses testadas nas duas fases do processo nociceptivo. Com relagdo ao mecanismo de
acdo, o NCE na dose de formaco de 400 pg kg™!' (fase neurogénica) e na dose de 40 pg kg™
(fase inflamatoria) apresentou seu efeito prevenido quando comparada com o antagonista do
canal TRPAI.

Vérios modelos pré-clinicos de avaliagio do comportamento neuroldgico e
neuropsiquiatrico para testar a farmacodindmica (absor¢do, distribuicdo, metabolismo e
excre¢do) e a farmacocinética de novos medicamentos foram criados para zebrafish que imitam
aqueles estabelecidos para roedores para avaliar, por exemplo, comportamento semelhante a

ansiedade (Zon; Peterson, 2005; Mathur; Guo, 2011), assim como, os mecanismos de agao
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envolvidos no comportamento nociceptivo (Taylor ef al. 2017; Stevens et al. 2018). Os sistemas
nociceptivos centrais e periféricos do zebrafish sdo semelhantes aos de muitos vertebrados,
como camundongos ¢ humanos (Marron ef al. 2009; Gonzalez-Nufiez et al. 2013; Taylor et al.
2017). O aumento da atividade locomotora do zebrafish ¢ observado pela ativagao térmica e
quimica dos canais TRPA1 envolvidos na modulagcdo da nocicepgdo (Curtright et al. 2015;
Stevens et al. 2018). Nessa hipdtese, portanto, a hiperlocomog¢ao induzida pela ativagdo do
canal TRPAT no zebrafish pode servir como uma triagem fenotipica para a descoberta de novos
farmacos antinociceptivos, visto que, a supressao da natagdo ¢ uma resposta a estimulos
nociceptivos que pode ser revertida com a administragdo de um analgésico comum a morfina

(Taylor et al. 2017).

Além da triagem do efeito antinociceptivo, o teste de edema abdominal em
zebrafish adulto foi realizado para avaliar o efeito anti-inflamatério do composto NCE. Com os
resultados obtidos, observou que a amostra reduziu o edema nas trés dosagens testadas,
indicando haver possivel efeito anti-inflamatdrio durante as quatro horas de analise. De acordo
com Chen et al. (2017), a inflamagdo ¢ uma rea¢do do sistema imunologico que pode ser
provocada por diversos fatores, como agentes patogénicos, dano aos tecidos e toxinas. E
caracterizada por rubor, edema, calor, dor e perda da fungo do tecido, sinais que resultam em
eventos vasculares e acdes coordenadas das células do sistema imunologico (Chen et al., 2017,
Takeuchi; Akira, 2010). A carragenana aplicada intraperitoneal em zebrafish adulto causa como
resposta inflamatdria o edema na regido abdominal, resultado da regulacdo positiva de proteinas
pro-inflamatoérias e do acimulo de leucdcitos edemaciado no local (Charlie-Silva et al., 2022).
A modelagem de doengas inflamatorias em larvas ou zebrafish adultos ¢ uma ferramenta
promissora para a triagem de novos compostos anti-inflamatorios. Isso ajuda a entender os
mecanismos que atuam em condig¢des inflamatorias cronicas, uma vez que o zebrafish possui
um conjunto de células inflamatorias, mediadores e receptores semelhantes ao que se encontra

em mamiferos, incluindo humanos (Zanandrea et al., 2020).

4.5  Efeito anti-inflamatorio e anti-hipernociceptivo do NCE na artrite induzida por

Zymosan em ratos

A inflamagdo aguda ¢ caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular,
levando ao edema e a infiltragdo de leucdcitos no local inflamatorio (Medzithov, 2008). Alguns
modelos de artrite animal foram propostos, como a artrite induzida por Zymosan, que ¢ um

polissacarideo da parede celular de leveduras que, por via intra-articular induz sinovite,
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infiltrado leucocitario, hipernocicep¢do e edema (Gegout et al., 1994; Bringel et al., 2020).

Neste modelo, algumas citocinas pro-inflamatorias sao produzidas, como o TNF-a,
IL-1B, IL-6 e CINC-1, cujos efeitos culminam na sensibilizacdo dos nociceptores periféricos

(Verry et al., 2006).

4.5.1 Edema e hipernocicepgdo articular

O modelo de artrite induzida por zymosan foi realizado para avaliar a
hipernocicepg¢do e a resposta inflamatoria na fase aguda deste distirbio. Este modelo tem sido
amplamente utilizado para avaliar vias de sinalizagdo pré-inflamatorias e potencial
farmacoldgico de compostos, particularmente aqueles extraidos de produtos naturais (Guazelli
et al., 2018; De Oliveira et al., 2020).

Os dados obtidos demonstram uma reducdo da hipernocicepgdo para as amostras
de MTX livre e o NCE ambos na concentragio 40 ug kg™!, apresentando uma reducio (%) para
amostra de NCE de 36%, 30%, 36%, 38% ¢ 25%, respectivamente, da 1* a 5% hora (APENDICE
C) (Figura 19%). Para os NCE (20pg kg!') ocorreu a redugio da hipernocicep¢io apenas na 1*

hora.

Figura 19 — NCE e a hipernocicepcao articular induzida por zymosan. NCE (40 e
20 ug kg''; p.o.), ou MTX (40 ug kg''; p.o.) foram administrados 30 minutos antes
da inducao da artrite por zymosan (500 pug/25 uL; i.art). O grupo controle recebeu
solugdo salina (0,9% NaCl; 25 pL; i.art). Média = E.P.M., anélise de variancia de
dois fatores, teste de Bonferroni. P<0,05. *vs. Solugao salina; # vs. Zymosan.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados sugerem que os NCEs previnem a sensibilizagdo do nociceptor
durante o curso da artrite aguda induzida por Zymosan. Para a quitosana purificada foram
obtidos resultados expressos no (APENDICE D) (Figura 19B). A quitosana purificada reduziu
a hipernocicepcao da 1* a 6 hora de experimento, o resultado sugere que o efeito observado nos
NCE pode estar relacionado a presenga desse polissacarideo na matriz do nanocomplexo.
Resultados semelhantes foram observados para polissacarideos extraidos da alga marinha
Gracilaria caudata (De Oliveira et al., 2020) e da Agardhiella ramosissima (Rodrigues et al.,
2023).

O edema articular induzido por Zymosan atingiu seu maximo na terceira hora (8,00
+ 0,22 vs. Solugdo salina: 5,67 £ 0,21 mm). O MTX e NCE (40 pg kg™!) reduziram o curso
temporal do edema da 1* & 5*. No entanto, ¢ possivel observar que mesmo estando na mesma
concentracao de fArmaco o NCE apresenta uma maior redu¢do do edema, evidenciando o efeito
da participa¢dao da QTS na estrutura no nanocomplexo. O efeito médximo do MTX e NCE (40
ug kg foi alcangado na 1* hora para 0 MTX (6,83 + 0,21 vs. Zymosan: 7,50 + 0,13 mm) e
NCE (6,25 + 0,31 vs. Zymosan: 7,50 £ 0,13 mm). O NCE (20 pg kg'!) também reduziu o edema
na 3% hora (7,25 + 0,11 vs. Zymosan: 8,00 = 0,22 mm) e na 4° (7,24 + 0,11 vs. Zymosan: 8,00
+ 0,22 mm) resultado semelhante ao MTX livre e NCE, porém com metade da concentragdo de

farmaco, apresentando o efeito de maxima redugio na 3* hora (APENDICE E) (Figura 20%).
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Figura 20 — NCE e o edema articular induzida por zymosan. NCE (40 e 20
ng kg'l; p.o.), ou MTX (40 ug kg''; p.o.) foram administrados 30 minutos
antes da inducdo da artrite por Zymosan (500 pg/25 uL; i.art). O grupo
controle recebeu solugdo salina (0,9% NaCl; 25 uL; i.art). Média + E.P.M.,
analise de variancia de dois fatores, teste de Bonferroni. P<0,05. *vs. Solucao
salina; # vs. Zymosan.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A formagdo de edema ¢ um fator importante para o desenvolvimento de dor e a
reducdo da capacidade motora em pacientes artriticos. O aumento da permeabilidade vascular
¢ a principal razdo para o inchago caracteristico do edema, facilitando o recrutamento de
leucoécitos e a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (Rodrigues et al., 2023; Sasaki et al.,
2021; Cloutier et al., 2012).

Neste modelo, os dados mostram que os NCEs (20, 40 ug kg!) reduziu o edema, a
hipernocicep¢do nas primeiras 5 horas. Para a quitosana purificada (20, 40 pg kg') foi
observado a redugdo do curso temporal do edema da 1* a 6%, apresentando maior efeito de

reducdo na concentracdo de 40 ug kg!. Na 12 hora (6,42 + 0,08 vs. Zymosan: 7,08 + 0,30 mm),
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na 2% hora (7,00 = 0,13 vs. Zymosan: 10,00 £ 0,22 mm), na 3% hora (6,50 £ 0,18 vs. Zymosan:
10,42 £ 0,27 mm), na 4* hora (6,92 + 0,08 vs. Zymosan: 10,58 = 0,27 mm), na 5* hora (6,83 +
0,10 vs. Zymosan: 10,25 + 0,44 mm) e na 6 hora (7,08 £ 0,08 vs. Zymosan: 10,42 + 0,20 mm)
(APENDICE F) (Figura 20B), corroborando com os resultados de hipernocicepgdo. Com base
na literatura, pode-se especular que o NCE exerce atividade antiedematogénica por meio da
modula¢do da desgranulacao dos mastdcitos, prevenindo a liberacao de histamina e serotonina,
inibicao do infiltrado de células polimorfonucleares (De Oliveira, 2015).

No entanto, distarbios com influxo intenso de células (por exemplo, AR)
apresentam um ciclo vicioso mediado por uma sintese massiva de citocinas pro-inflamatoérias,
particularmente TNF-a e IL-1[3, que aumentam os eventos patoldgicos e representam uma causa
potencial de dano tecidual. Os resultados mostraram que os niveis aumentados de IL-1f no
fluido sinovial promovidos pela administragdo de Zymosan foram revertidos pelo tratamento
NCE.

4.5.2 Efeito do NCE na migragdo leucocitdaria e atividade da mieloperoxidase

O MTX livre (40 pg kg!), o NCE (20 pg kg!) e o NCE (40 pg kg!) reduziram o
numero total de leucécitos com relagdo ao Zymosan em 71%, 84% e 88%, respectivamente; e
o numero de neutréfilos em 59%, 78% e 83%, respectivamente (APENDICE G) (Figura 21%).

Os NCE atenuaram, em maior propor¢ao, o infiltrado neutrofilico no fluido sinovial
com relacdo ao MTX livre. De acordo com a literatura, a infiltracdo de neutrdfilos esta
diretamente correlacionada com a intensidade da inflamagao sinovial na artrite, bem como com
a piora do quadro clinico dos pacientes (Felix et al., 2020). Além disso, foi observada redugao
de 59%, 75% e 74% de células mononucleares para as amostras de MTX livre (40 ug kg™),
NCE (20 pg kg™) e o NCE (40 ug kg™!), respectivamente.

Corroborando esses resultados, os NCE também reduziram a atividade da MPO no
fluido sinovial apds a administracdo de zymosan. O NCE 40 pgkg™! e o NCE 20 pg kg™ também
reduziram a atividade da mieloperoxidase (MPO) em 68% (5,06 =+ 0,38 vs. Zymosan: 15,70 +
1,95 U/mL) e em 58% (6,51 £ 0,38 vs. Zymosan: 15,70 = 1,95 U/mL), respectivamente. Além
disso, o MTX livre reduziu a atividade da MPO em 37% (9,85 + 1,24 vs. Zymosan: 15,70 +
1,95 U/mL) (Figura 21B).

A MPO ¢ uma enzima catidnica encontrada em granulos azuréfilos de neutrofilos,
que participa da formagdo de ROS a partir do peroxido de hidrogénio (H20:) (Aratani, 2018).
Essas moléculas podem prejudicar o tecido articular por meio da peroxidacao lipidica ou danos
aos componentes da matriz extracelular, promovendo consequentemente intensa inflamacao e

reabsor¢ao ossea (Phull ef al., 2018). O desenvolvimento da artrite ¢ diretamente influenciado
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pela agdo dos neutrofilos presentes no infiltrado inflamatério, no qual o aumento da atividade
da MPO contribui para a progressdao da AR, enquanto sua deficiéncia em atenua a gravidade da

doenca (Odobasic et al., 2014; Stamp et al., 2012).

Figura 21 — NCE e a migra¢io de leucdcitos induzida por Zymosan. NCE (40 e 20 pg kg ';

p.0.) ou MTX livre (40 ng kg'; p.o.) foram administrados 30 minutos antes da indugfo da artrite
por Zymosan (500 pg/25 pL; i.art.). Apds 6 horas, o liquido articular foi coletado para anélise
total e diferencial de leucdcitos (A) e atividade da mieloperoxidase (B). O grupo de controle
recebeu solugdo salina (0,9%; 25 pL; i.art.). Média + E.P.M., anélise de variancia de dois fatores,
teste de Bonferroni. P<0,05. *vs. Solucgdo salina; #vs. Zymosan.

4000- 3J Salina
B Zymosan
en
E 3000- B MTX (40 pgke!)
3 B NCE (20 pgke™)
£ 2000 B NCE (40 pe ke
N
[P]
3 1000
el
A
0_
Total Neutrofilos Mononucleares
20- 3 Salina
@@ Zymosan
15- B MTX (40 pgkeh)

g B NCE (20 pg ke

S 10- B NCE (40 peke)

=

5-
B
0-

Fonte: Dados da pesquisa.



79

Figura 22 — Efeito da quitosana na migracdo de leucocitos induzida por Zymosan. Quitosana
(4020 ngkg~'; p.o.) foram administrados 30 minutos antes da induco da artrite por Zymosan
(500 pg/25 pL; i.art.). Apds 6 horas, o liquido articular foi coletado para analise total e
diferenciais totais de leucocitos (A) e atividade da mieloperoxidase (B). O grupo de controle
recebeu solucdo salina (0,9%; 25 uL; i.art.). Média + E.P.M., ANOVA e teste de Bonferroni.
P<0,05. *vs. Salina salina; # vs. Zymosan.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Figura 22* mostra que a quitosana (20 — 40 pg kg™") reduziu o influxo leucocitario
em 79% (40 pg kg!) 61 % (20 pg kg!). A andlise diferencial revelou que os neutrofilos foram
reduzidos em 60% (20 pg kg!) 85% (40 pg kg™!). As células mononucleares foram reduzidas
por quitosana em 50 % (20 pg kg) e 77% (40 pg kg!). Um evento significativo de reducio
da MPO para a QTS pode ser verificado na Figura 22B, com esse resultado pode-se inferir que

a reducdo observada para os NCEs se deve a contribui¢ao da presenca desse polissacarideo na
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estrutura, provavel efeito sinérgico. Os dados de migragdo leucocitaria para a QTS estdo

disponiveis no APENDICE H.

4.6 Toxicidade aguda em ratos

4.6.1 Peso corporal e massa relativa dos orgdos

Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que o peso dos 6rgaos nao
sofreu uma variagao significativa, apesar de haver altera¢des bioquimicas, ela ndo foi suficiente
para causar reten¢do de liquidos ou uma alteragdo mais intensa nos 6rgaos ao ponto de aumentar

as suas massas. Os valores estdo dispostos na Tabela 13.

Tabela 13 — Massa relativa dos 6rgdos.

Orgio QTS MTX NCE

Figado® 4,67 0,34 4,08 + 0,46 4,35+ 1,45
Rim 0,68 +0,15 0,72+ 0,12 0,79 + 1,77
Bago 0,27 + 0,02 0,28 + 0,01 0,31 + 0,05

"Média + EPM (n=6); MTX: metotrexato, NCE: metotrexato com nanoparticulas de quitosana: QTS:
quitosana.

4.6.2 Avaliacao bioquimica

O metotrexato (2 mg kg') induziu aumento na concentracio plasmaética das
enzimas ALT (MTX: 69.80 =2.59 vs. QTS: 37.60 + 2.5 UI/L) e AST (MTX: 135+ 12 vs. QTS:
55.6 = 1.6 UI/L). O nanocomplexos eletrolitico (NCE) (2 mg kg™!') induziu menos atividade de
ALT (NCE: 50 £ 1.4 vs. MTX: 69,804+ 2.59 UI/L) e AST (NCE: 46.4 £ 6.8 vs. MTX: 135 £ 12
UI/L).

O metotrexato livre ndo induziu alteragdo significativa nos teores plasmaticos de
proteinas totais (MTX: 5,92 + 0.2 vs. QTS: 5,6 £ 0,2 g/dL), de fosfatase alcalina (MTX: 249,7
+ 21 vs. QTS: 249 £+ 21,36) e na concentragao de creatinina (MTX: 0,71 £+ 0,06 vs. QTS: 0,72
+ 0,03 mg/dL) (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do metotrexato livre a nanocomplexado com nanoparticulas de quitosana em
marcadores hepaticos e renais. Média £ EPM (n=6). ANOVA e Bonferroni *p<0.05 vs. QTS; #
p<0.05 vs. MTX: metotrexato. NCE: Nanocomplexos eletroliticos. QTS: quitosana.
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Aspartato aminotransferase (AST/TGO), Alanina aminotransferase (ALT/TGP) sdo
enzimas liberadas das células hepaticas para a corrente sanguinea, refletindo dano hepatocelular
(Hu et al., 2020). Os resultados mostram que apesar dos pesos dos 6rgdos ndo apresentarem
variagoes significativas, as andlises bioquimicas demonstram que o MTX causa maior dano ao
tecido hepatico com MTX ligado no NCE. Esse resultado ¢ bastante promissor, pois a utiliza¢ao
do farmaco livre no tratamento periédico da AR ou cancer sobrecarregam o figado e rins. O
intuito de utilizar um nanocarreador ¢é reduzir os efeitos colaterais dos farmacos, mantendo ou
melhorando a eficacia do tratamento. Neste sentido, o NCE demonstra seu potencial para esse

uso.

4.6.3 Avaliacao histopatologica dos orgdos

A andlise histopatologica dos animais controle revelou estrutura renal preservada,
com auséncia de hemorragia/necrose, infiltrado inflamatorio, cilindros hialinos e
vasculariza¢do normal. Os animais do grupo controle exibiram baco de aspecto compativel com
normalidade para polpa branca e polpa vermelha. Exibiram preservagao da arquitetura lobular
hepética, espacos sinusoidais, veias, auséncia de infiltrado inflamatorio, necrose, fibrose ou
marcante degeneragdo gordurosa sem qualquer sinal de toxicidade (Figura 24 A, E, 1).

O grupo tratado com o MTX apresentou multiplos focos de dilatagdo tubular com
presenca de cilindros hialinos, acuimulo eosinofilico amorfo intratubular e ectasia vascular e
sinusoidal. O MTX apresentou tumefagao celular e vacuolizagdo, focos de congestao sinusoidal,
porém sem sinais de toxicidade hepatica (Figura 24 B, F, J). Para o grupo QTS ndo apresentou
alteragdes significativas na morfologia do bago, na vasculatura e tubulos renais, ou na

morfologia de l6bulos e hepatocitos (Figura 24 D, H, L).
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Figura 24 — Perfil histologico de 6rgaos vitais de animais tratados com metotrexato livre e
nanocomplexado com nanoparticulas de quitosana. Baco (A-D), Figado (E-H), Rins (I-L).
Coluna 1 (controle); coluna 2 (MTX); coluna 3 (NCE), coluna 4 (QTS). MTX: metotrexato.
NCE: nanocomplexos eletroliticos. QTS: quitosana.

Controle MTX NCE ats -

O grupo tratado com MTX ligado NCE apresentou preservagao da morfologia renal,
auséncia de necrose e infiltrado inflamatorio, auséncia de ectasia ou acimulo eosinofilico. Além
disso, o NCE nao induziu altera¢des esplénicas ou na arquitetura e vasculatura lobular hepatica,
nos espagos sinusoidais, na morfologia dos hepaticos, infiltrado inflamatdrio, necrose, fibrose
ou marcante degeneracdo gordurosa. Observou-se apenas discreta tumefagdo celular e

vacuolizacdo, porém sem sinais de toxicidade hepatica (Figura 24 C, G, K).
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5 CONCLUSOES

A sintese dos nanocomplexos eletroliticos foi bem-sucedida através da
complexacdo de farmacos ionizaveis e polieletrélitos de cargas opostas, promovida pela
desprotonacdo dos 4cidos carboxilicos do farmaco metotrexato e protonacdo da quitosana.

Os nanocomplexos apresentaram boa estabilidade em solugdo, formando
nanoparticulas com didmetros médios (90 — 250 nm), adequado para administracao de farmacos
para tratamento de cancer e artrite por meio de segmentacdo passiva via efeito de
permeabilidade e retencdo aprimorada. Os nanocomplexos apresentam inicialmente uma
liberagdo rapida do farmaco, seguida de uma liberacdo prolongada. A interagdo entre o
Pluronic® e a matrizes do nanocomplexos influenciou no perfil de liberagao.

Os nanocomplexos apresentam feito antileucémico, além de toxicidade seletiva na
presenga de Pluronic®. O estudo mostrou que os nanocomplexos ndo sdo toxicos, exibindo
efeito anti-inflamatorio e anti-hipernociceptivo. Também ocasionaram uma reducdo da
migracao de leucocitos, o que corrobora com a reducdo do processo inflamatdrio.

Foi verificado que os nanocomplexos apresenta menor dano hepatico comparado
ao MTX livre e a histopatologia dos orgdos evidenciou que a utilizagdo deles ocasionou a
preservagao morfologia renal e hepatica, evidenciando uma possivel aplicacdo como carreador
de farmaco devido a reducdo do efeito colateral mais frequentemente relatado por pacientes que

utilizam o MTX no tratamento da artrite reumatoide e cancer.
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APENDICE A — CURVA DE CALIBRACAO DO MTX
EM TAMPAO FOSFATO 74.
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7 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012 0,014 0,016
Concentracio (mg mL™1)

Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE B - CURVA DE CALIBRACAO DO MTX EM
TAMPAO FOSFATO 5,0

1,01
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0,000 0,005 0010 0015 0.020
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Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE C - VALORES DE HIPER-NOCICEPCAO DO NCE.

Tempo MTX livre NCE NCE
Salina Zymosan

(h) @0pgke)  @opgkg) (40 pgkg?)
0 793+57  132+57 792£9.2 81,8+ 3,8 78,7 +5,5
1 68,0+ 3,3 49,8 + 6,3 67,8 + 8,8 71,0 £ 4,3 77,8+ 8.3
2 778+53  44,6+48 73,2+ 8,0 53,2+5,0 63,7173
3 80,3+ 8,3 34,4+58 554+6,9 43,6 £2,6 53,5+7,6
4 72,8 £6,7 358+7,3 55,8 +6,8 48,8 +3.4 58,0 + 14,7
5 707+72  414+4,1 61,3+12,4 58,6+ 5,6 557472
6 795+55  46,0+43 57,063 42,5+27 48,5+5,3

Fonte: Dados da pesquisa.



APENDICE D - VALORES DE HIPER-NOCICEPCAO DA QTS.

Tempo QTS QTS
Salina Zymosan
(h) “0pgkg) (20 pgkg")
0 88,7+9,4 86,0 = 6,0 882+6,3 86,4 +5,6
1 759+7,5 52,2+4,1 754+ 4,6 69,2 +3,8
2 74,4 + 4,6 25,1+39 66,4+53 51,3+3,7
3 76,3 +3,7 19,1 +£3,7 66,8 +3.9 512+4,5
4 86,9+ 6,4 21,7+5,7 62,6 +5,5 422 +35
5 80,0 +5,3 16,0+ 3,6 61,7+6,4 43,7+5,0
6 83,2+7,5 21,0+£5,2 72,5+£5,2 56,4 +6,2

Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE E - VALORES DE EDEMA DO NCE.

105

Tempo MTX livre NCE NCE
Salina Zymosan
(h) @0pgke)  @opgkg) (40 pgkg?)
0 5,83 +0,17 6,17+ 0,17 6,17+ 0,10 5,92 + 0,08 6,17+0,10
1 6,00 £ 0,26 7,50+ 0,13 6,83 £0,21 7,47+ 0,20 6,25+0,31
2 5,50 +£0,22 7,75+ 0,11 7,17+0,10 7,58 0,15 6,75+ 0,21
3 5,67+0,21 8,00 £0,22 7,50 £0,13 7,25 +0,11 7,00 + 0,13
4 5,67+0,21 7,92 +£0,24 7,58 £0,15 7,25+0,11 7,17+0,28
5 5,67+0,21 7,83 +0,17 7,50+ 0,18 7,33 +£0,10 7,33+ 0,17
6 5,83 +0,17 7,42 £0,15 7,47+0,15 7,25+0,11 7,25+ 0,17

Fonte: Dados da pesquisa.



APENDICE F - VALORES DE EDEMA DA QTS.

Tempo QTS QTS
Salina Zymosan
(h) @0pgkg") (20 pgkg")
0 6,41 £0,08 6,42 + 0,08 6,25+0,11 6,25+0,11
1 6,41 £0,08 7,08 £ 0,30 6,42 +0,08 6,83 £0,25
2 6,41 £0,08 10,00 + 0,26 7,00 £0,13 7,33 £0,21
3 6,25+0,28 10,42 +0,27 6,50+0,18 7,00 £ 0,45
4 6,50 £0,13 10,58 +0,27 6,92 £ 0,08 7,42 £ 0,54
5 6,17 £0,25 10,25+ 0,44 6,83 £0,10 7,67 £0,38
6 6,17 +0,28 10,42 + 0,20 7,08 £ 0,08 7,67 £ 0,36

Fonte: Dados da pesquisa.
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APENDICE G - VALORES DE MIGRACAO LEUCOCITARIA PARA O NCE.

MTX livre NCE NCE
Leucdcitos Salina Zymosan .
(40 pgkg™) (20 pg ke?) (40 pg kg™)
Totais 316,7+58,7 2911,8+96,1 841,7+116,5 461,8+99,7  338,0+558

Neutroéfilos 191,7+41,7 2027,3+171,2 813,6+183,2 437,8+40,3 3440 £21,3
Mononucleares 83,3+16,7 604,5 + 26,1 244,77 £ 97,7 146,7 £ 25,2 153,0 £ 19,7

Fonte: Dados da pesquisa.



APENDICE H - VALORES DE MIGRACAO LEUCOCITARIA PARA A QTS.

QTS QTS
Leucdcitos Salina Zymosan . .
(20 pg kg™) (40 pg k™)
Totais 316,7 + 58,7 11391,7+804,5  4333,3+336,0 2375,0+631,2

Neutrofilos 191,7 £ 41,7 7617,0 £183,9 3050,2 £26,5 1641,3 £21,8
Mononuceares 83,3+16,7 3115,7 £ 68,4 1532,0+125,9 698,88 + 16,0

Fonte: Dados da pesquisa.

108



	acff8f7db8665b22c0cdc86338b18bab08eb646876523e6ff70feaae937c17c4.pdf
	f6f307ad1f96723767e5224c328a6381893e47a2789ce7dd1f29ecf2a47003e7.pdf
	3b6b569b16ea1bd7cb4cec3a78a38162f78edc6d25e5a93c4c41f7e02f344cfc.pdf


	acff8f7db8665b22c0cdc86338b18bab08eb646876523e6ff70feaae937c17c4.pdf
	f2d9842cb2a68157e501afd7a1ce44f6e55079c8a2ce6f158fc8707cc36ca076.pdf

	acff8f7db8665b22c0cdc86338b18bab08eb646876523e6ff70feaae937c17c4.pdf
	f6f307ad1f96723767e5224c328a6381893e47a2789ce7dd1f29ecf2a47003e7.pdf
	3b6b569b16ea1bd7cb4cec3a78a38162f78edc6d25e5a93c4c41f7e02f344cfc.pdf



