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RESUMO

O cancer ¢ um grave problema relacionado a satide publica no mundo e a quimioterapia ¢
considerada a abordagem de primeira linha no tratamento dessa doenga. No entanto, a
efetividade terapéutica ¢ limitada devido aos eventos adversos e a baixa biodisponibilidade
associada aos agentes quimioterdpicos. A combinacdo de dois ou mais agentes terapéuticos
representa uma estratégia importante para potencializar os efeitos anticancer por meio de agdes
sinérgicas e acimulo simultaneo no microambiente tumoral. Os nanocarreadores baseados em
pro-farmacos pH-responsivos a de polissacarideo se mostram promissores como sistemas de
coentrega na terapia contra o cancer. A fim de demonstrar tal afirmacao, neste trabalho, a goma
do cajueiro carboximetilada (GCCM) foi conjugada com sucesso com a curcumina (CUR),
formando um pro-farmaco acido-sensivel (GCCM-CUR). O paclitaxel (PTX) e o resiquimod
(R848) foram entdo encapsulados em nanoparticulas de GCCM-CUR (GCCM-CUR/PTX e
GCCM-CUR/R848) por meio de interacdes ndo covalentes. Essas nanoparticulas foram
projetadas para promover a coentrega de farmacos ao microambiente tumoral. As estruturas dos
pro-farmacos foram confirmadas por espectroscopia na regido do infravermelho e ressonadncia
magnética nuclear de hidrogénio. A auto-organizacdo em nanoparticulas foi observada por
espectroscopia de fluorescéncia, espalhamento dindmico de luz e microscopia de forga atdmica,
indicando boa dispersao e didmetros inferiores a 200 nm. Os valores de carga do farmaco para
CUR nas nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foram de
7,0%, 3,0% e 2,0%, respectivamente. As nanoparticulas promoveram a protecao da CUR contra
processos de degradagdo e exibiram perfil de liberacdo controlada e responsiva ao pH. Além
disso, as nanoparticulas GCCM-CUR e GCCM-CUR/PTX exibiram atividade in vitro contra
as células CT-26 (carcinoma colorretal murino) e citotoxicidade reduzida em células nao
tumorais (RAW 264.7, macréfagos murinos), tendo um maior efeito observado na
coadministragdo de CUR/PTX do que o farmaco livre. Por outro lado, a nanoparticula GCCM-
CUR/R848 nao apresentou citotoxicidade em células CT-26, mas induziu efeito proliferativo
em células imunes RAW 264.7. O estudo de captacao celular confirmou que as nanoparticulas
com CUR/PTX foram absorvidas pelas células CT-26, enquanto as contendo CUR/R848 foram
absorvidas pelas células RAW 264.7. As nanoparticulas responsivas ao pH a base de
polissacarideo se mostraram promissoras para a coentrega seletiva e controlada de farmacos ao

microambiente tumoral, com potencial aplicagdo em terapias combinadas contra o cancer.

Palavras-chave: cancer; coterapia; pro-farmaco; goma do cajueiro carboximetilada.



ABSTRACT

Cancer is a serious public health problem worldwide, and chemotherapy is considered the first-
line approach in treating this disease. However, therapeutic effectiveness is limited by adverse
events and the low bioavailability associated with chemotherapeutic agents. Combining two or
more therapeutic agents represents an important strategy to enhance anticancer effects through
synergistic actions and simultaneous accumulation in the tumor microenvironment.
Polysaccharide-based pH-responsive prodrug nanocarriers show promise as co-delivery
systems in cancer therapy. To demonstrate this, in this study, carboxymethyl cashew gum
(CMCQG) was successfully conjugated with curcumin (CUR) to form an acid-sensitive prodrug
(CMCG-CUR). Paclitaxel (PTX) and resiquimod (R848) were then encapsulated in CMCG-
CUR nanoparticles (CMCG-CUR/PTX and CMCG-CUR/R848) through non-covalent
interactions. These nanoparticles were designed to promote the co-delivery of drugs to the
tumor microenvironment. The structures of the prodrugs were confirmed by infrared
spectroscopy and hydrogen nuclear magnetic resonance. Self-assembly into nanoparticles was
observed using fluorescence spectroscopy, dynamic light scattering, and atomic force
microscopy, indicating good dispersion and diameters below 200 nm. The drug loading values
for CUR in the CMCG-CUR, CMCG-CUR/PTX, and CMCG-CUR/R848 nanoparticles were
7.0%, 3.0%, and 2.0%, respectively. The nanoparticles protected CUR from degradation and
exhibited a controlled pH-responsive release profile. Furthermore, the CMCG-CUR and
CMCG-CUR/PTX nanoparticles showed in vitro activity against CT-26 cells (murine colorectal
carcinoma) and reduced cytotoxicity in non-tumor cells (RAW 264.7, murine macrophages),
with a greater effect observed in the co-administration of CUR/PTX than the free drug. On the
other hand, the CMCG-CUR/R848 nanoparticle showed no cytotoxicity in CT-26 cells but
induced a proliferative effect in RAW 264.7 immune cells. The cell uptake study confirmed that
the nanoparticles with CUR/PTX were absorbed by CT-26 cells, while those containing
CUR/R848 were absorbed by RAW 264.7 cells. pH-responsive polysaccharide-based
nanoparticles have shown promise for the selective and controlled co-delivery of drugs to the

tumor microenvironment, with potential application in combination cancer therapies.

Keywords: cancer; co-therapy; prodrug; carboxymethylated cashew gum.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

O cancer ¢ um dos principais problemas de saude publica no mundo, sendo
considerado na maioria dos paises a segunda doenga que mais causa mortes (OPAS, 2023). Esta
doenca ¢ caracterizada pelo crescimento e espalhamento desordenado de células anormais e
esse comportamento ¢ atribuido a perda de equilibrio entre a proliferagdo e a morte celular (Ma
et al., 2025). Quando ocorre a auséncia dos sinais apoptoticos nas células, acontece a
proliferacdo celular descontrolada que se acumulam para formar tumores solidos e que sdo
capazes de invadir tecidos e 6rgdos adjacentes e metastatizar para locais distantes (Figura 1). A

metastase ¢ a principal responsavel pelas mortes relacionadas ao cancer (Han ef al., 2023).

Figura 1 — Progressao do cancer e metastase

@—o~s~’~‘—e

Célula Célula Multiplicagao Acumulo Massa celular Desprendimento de células
normal cancerosa de células de células cancerosa cancerosas para outros tecidos
cancerosas cancerosas (tumor) (metastase)

Fonte: Block et al. (2015, com adaptagdes).

Fatores endogenos, como hereditariedade, defeitos no sistema imune, predisposi¢ao
genética e fatores exdgenos, como substancias quimicas e radiagdo sdo fatores cruciais para o
desenvolvimento do cancer (Kamal et al., 2022).

Globalmente, mais de 19,9 milhdes de novos casos de cancer foram diagnosticados,
ocasionando cerca de 9,7 milhdes de mortes em todo o mundo em 2022 (GLOBOCAN, 2022).
Dentre os diferentes tipos de canceres, o de pulmao foi 0 mais comumente diagnosticado em
todo o mundo com 2,48 milhdes de casos (12,4%), seguido dos canceres de mama (2,29
milhdes, 11,5%) e de colorretal (1,9 milhdo, 9,6%). Em relagdo as causas de morte, o cancer de
pulmdo foi a principal causa de 6bitos com 1,81 milhdo de mortes (18,7%), seguido dos
canceres de colorretal (904 mil, 9,3%) e figado (758 mil, 7,8%). Em relagdo ao sexo, os canceres

mais detectados em homens foram o de pulmao (15,2%), prostata (14,2%) e colorretal (10,4%),
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enquanto em mulheres foram os canceres de mama (23,8%), pulmao (9,4%) e colorretal (8,9%)
(GLOBOCAN, 2022; Bray et al., 2024).

No Brasil, entre os anos de 2023-2025, é estimada a ocorréncia de 483 mil novos
casos para cada ano, sendo 49,5% em homens (239 mil novos casos) e 50,5% (244 mil novos
casos) em mulheres. Ao incluir o cancer de pele ndo melanoma, estima-se a ocorréncia de cerca
de 700 mil novos casos (Santos et al., 2023). Os canceres mais incidentes com
aproximadamente 15,0% dos novos casos cada um, sdo o de mama feminino e prostata, seguido
dos canceres de colon e reto (9,4%), traqueia, bronquio e pulmao (6,7%), estomago (4,4%) e
colo do tutero (3,5%) (INCA, 2022; Santos et al., 2023).

As terapias comumente utilizadas para o tratamento do cancer, incluem cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia. Entre estes, a quimioterapia ¢ considerada a
abordagem de primeira linha no tratamento da doenca. No entanto, os quimioterapicos, como
doxorrubicina (DOX), 5-fluorouracil (5-FU) e paclitaxel (PTX) muitas vezes ndo conseguem
alcancar a remissdo completa do céncer, por terem como alvo células que se multiplicam
rapidamente, o que leva a falta de seletividade entre células cancerosas e ndo cancerosas (Yadav
etal.,2022; Anand et al., 2023). Além do mais, os quimioterapicos sao rapidamente eliminados
do corpo através de processos renais ou outros processos metabolicos, sendo necessaria a
administracdo de repetidas doses, o que acaba causando toxicidade indesejavel, como
cardiotoxicidade, toxicidade gastrointestinal e toxicidade do foliculo capilar (Wadhawan et al.,
2019; Yadav et al., 2022).

As terapias combinadas para o tratamento do cancer estdo crescendo em
popularidade e sdo reconhecidas como essenciais para superar as limitagdes das monoterapias.
Essas terapias combinam dois ou mais fAirmacos para aumentar seus efeitos anticancer, reduzir
os efeitos colaterais e prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos (Afshari et
al., 2023; Ghazal et al., 2024). Entre as terapias combinadas, tém-se as de agentes
quimioterapicos, quimio/gene terapia e quimio/imunoterapia (Wu et al., 2023b).

Estima-se que a combina¢do de quimioterapia ou imunoterapia com tratamentos
baseados em fitoquimicos possa melhorar a eficacia da terapia e reduzir a gravidade dos efeitos
colaterais (Afshari et al., 2023; Kawish et al., 2024). A curcumina (CUR), um fitoquimico
polifendlico com uma diversidade de beneficios a saude, incluindo efeitos antitumorais, t€ém
apresentado uma gama mais ampla de a¢@o anticancer e um risco menor de efeitos colaterais
graves em combinacdo com quimioterapicos do que o farmaco isolado, uma vez que atua em
inimeras vias de sinalizagdo de proliferagao celular intensamente associadas a progressao do

cancer (Cacciola et al., 2023; Amaroli et al., 2024). A coadministragdo de CUR e farmacos
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quimioterdpicos para terapia do cancer tem apresentado aumento na eficécia terapéutica ao
mesmo tempo em que reduz os eventos adversos. Por exemplo, Liu et al. (2023a) relataram que
a CUR aumentou a eficacia anticancer do PTX, levando a melhores resultados no tratamento
do cancer de ovario. A coadministragdo de DOX e CUR por interagdo hidrofébica em sistemas
de administracdo de farmaco ocasionaram maior citotoxicidade em células cancerosas do que a
administracdo somente de DOX (Carneiro et al., 2025).

A imunoterapia, fundamentada na estimulagdo do proprio sistema imunoldgico do
paciente para reconhecer e combater células tumorais, tem apresentado eficacia prolongada em
relagdo as abordagens de tratamento convencionais (Mathew et al., 2023). A imunoterapia visa
restaurar a atividade antitumoral do sistema imunologico, estimulando-o a identificar e eliminar
células anormais por mecanismos naturais. Essa estratégia proporciona maior eficadcia no
combate ao cancer, com menor incidéncia de eventos adversos (Yan; Ding, 2020). No entanto,
assim como as demais monoterapias, a imunoterapia também apresenta limitacdes. Um dos
principais desafios ¢ a resisténcia a imunoterapia, onde os tumores inicialmente sensiveis ao
tratamento desenvolvem mecanismos para escapar da detec¢do imunologica por vias
regulatorias que suprimem as respostas imunes (Tufail; Jiang; Li, 2025).

A quimio/imunoterapia, que combina fidrmacos quimioterapicos com
imunoterapicos, tem se mostrado uma abordagem eficaz para o tratamento do cancer. Essa
abordagem visa aumentar a eficidcia do tratamento, atingindo simultaneamente as células
cancerosas por meio da quimioterapia e fortalecendo o sistema imunoldgico para combater a
doenca por meio da imunoterapia (Sordo-Bahamonde et al., 2023). A combinacdo de
imunoterapia com quimioterapia tem apresentado resultados promissores. Por exemplo, Zhang
et al. (2021) relataram que a coadministracdo de DOX, cisplatina (CDDP) e resiquimod (R848)
em modelo murino de osteossarcoma promoveram a supressao de tumores e estimulacdo da
resposta imune. Yin e Qian (2022) reportaram que a coadministragdo de CDDP e R848 inibiram
o crescimento de células de adenocarcinoma ovariano humano e induziram apoptose, com um
forte efeito sinérgico anticancer. A coadministragdo de gemcitabina e R848 induziu apoptose
de células cancerosas seguida de ativagao imunologica (Ahmed et al., 2025).

A ativagdo de células do sistema imunoldgico, mediada por receptores de
reconhecimento de padrdes, os 7oll-like (TLR), desempenha um papel fundamental na
imunidade antitumoral (Widmer et al., 2018). Os TLRs desencadeiam a resposta imune ao
reconhecer tanto padrdes moleculares associados a patdogenos quanto padrdes enddgenos
liberados por células sob estresse ou em processo de morte (Pilch et al., 2018). Agonistas de

receptores TLR-7 e TLR-8 tém despertado grande interesse na pesquisa sobre o cancer por sua



22

capacidade de modificarem o microambiente tumoral imunoldgico de um estado promotor para
inibidor do crescimento tumoral, alterando o fendtipo dos macrofagos infiltrantes de
predominantemente M2 (favorecem o crescimento tumoral) para M1 (suprimem o crescimento
tumoral) (Liu et al., 2018). Resiquimod (R848) ¢ um agonista sintético de receptores TLR-7 e
TLR-8 que ativa células imunes por meio da via de sinalizacdo dependente do fator de
diferenciagdo mieloide 88 (MyD88, proteina adaptadora intracelular) promovendo a produgdo
de citocinas pro-inflamatorias e potencializando células dendriticas e macrofagos (Thauvin et
al.,2019; Jia et al., 2023).

A atividade anticancerigena do R848 pode aumentar significativamente quando
utilizado em combinagdo com outros farmacos (Tambunlertchai; Geary; Salem, 2022). Sendo
assim, a imunoterapia em combinagdo com a CUR, considerada uma molécula com potencial
anticancerigeno, se mostra promissora para melhorar a resposta terapéutica em relagdo a
monoterapia, uma vez que a CUR apresenta capacidade de modular o microambiente tumoral
e as células do sistema imune, atuando na regulag¢do de vias bioquimicas importantes (Mishra
et al., 2023; Parker et al., 2025). No entanto, faltam pesquisas envolvendo a coadministragao

da curcumina com o resiquimod.

1.2 Agentes terapéuticos

1.2.1 Curcumina

A curcumina (CUR) € um composto polifenolico natural de cor amarelo-alaranjado
isolada dos rizomas da curcuma (Curcuma longa), uma pequena planta herbacea perene
pertencente a familia Zingiberaceae (gengibre), descoberta em 1815 (Figura 2A) (Vogel;
Pelletier, 1815). A circuma contém uma classe de compostos conhecidos como curcuminoides,
sendo a curcumina (77%) a mais abundante, seguida pela demetoxicurcumina (18%) e
bisdemetoxicurcumina (5%) (Figura 2B) (Rodrigues; Kumar; Thakur, 2019).

A curcumina apresenta em sua estrutura quimica dois anéis fenil substituidos nas
posicdes orto e meta por grupos hidroxila e metoxila conectados por meio de um ligante ceto-
enol de sete carbonos e¢ ¢ denominado de (1E,6E)-1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona (Figura 2B). A forma ceto existe em meios acido ou neutro e a forma enol
em condicdes alcalinas, sendo a forma endlica a mais estavel devido a presencga de uma ligacao
de hidrogénio intramolecular (Milobedzka et al., 1910; Agrawal; Jaiswal, 2022; J6zsa et al.,
2022).
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Figura 2 — Fonte de obtencao (A) e estrutura quimica (B) da curcumina, demetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina
(A)
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Fonte: Goel; Kunnumakkara; Aggarwal (2008, com adaptagdes).

A primeira atividade farmacoldgica da curcumina foi descoberta em 1949, sendo o
efeito antibacteriano (Schraufstétter; Bernt, 1949). A partir de 1970 outras atividades da
curcumina foram exploradas, tais como: antidiabética (Srinivasan, 1972), anti-inflamatéria
(Srimal; Dhawan, 1973), antioxidante (Sharma, 1976), anticancerigena (Kuttan et al., 1985),
entre outras.

Devido ao seu amplo potencial como agente terapéutico, tem havido um interesse
crescente da utilizagdo de curcumina para o tratamento do cancer. A CUR exibe propriedades
anticancer por meio de sua capacidade de impedir a carcinogénese, angiogénese e progressao
de tumores, além de impedir a proliferagdo celular, induzir apoptose e causar parada do ciclo
celular G2/M (Kawish et al., 2024). A curcumina apresenta potencial como agente
quimioterdpico para diferentes tipos de cancer, incluindo mama, pulmao, pancreas, prostata e
ovario (Rodrigues; Kumar; Thakur, 2019; Rashidzadeh et al., 2021).

Além de inibir o tumor através dos mecanismos acima mencionados, a curcumina
também atua sobre células imunes, incluindo células T, células dendriticas, macrofagos e

células matadoras natural (NK — natural killer), modulando o microambiente imunossupressor
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do tumor e favorecendo a polarizagdo de macréfagos M1, associados a supressio do
crescimento tumoral (Parker et al., 2025).

Apesar de sua ampla aplicagdo, o uso clinico da CUR ¢ limitado, devido ao seu
caréter hidrofobico, solubilidade limitada em agua (0,42 + 0,10 ng mL ! a 25 °C) e instabilidade
ao pH (Oliveira et al., 2025). Em meios neutros e alcalinos (pH > 7,0), a CUR ¢ extremamente
instavel e apresenta tempo de meia-vida de aproximadamente 10 min, resultando em baixa
biodisponibilidade tanto via intravenosa quanto via oral, o que acaba limitando suas aplicagdes
terapéuticas. Em contraste, na faixa de pH de 3,0 a 6,5 é mais estavel e apresenta tempo de
meia-vida de aproximadamente 200 min (Zhou et al., 2025). Além disso, sua natureza
hidrofébica limita sua captacdo celular, uma vez que a CUR tende a se ligar as cadeias acila
graxa dos lipidios da membrana celular por meio de ligagdes de hidrogénio e interagdes
hidrofobicas em vez de entrar eficientemente no citoplasma (Ghoran et al., 2022; Kuzminska

et al.,2024).

1.2.2 Paclitaxel

O Paclitaxel (PTX) ¢ um alcal6ide da classe dos taxanos descoberto pela primeira
vez em 1963 na casca do teixo do pacifico Taxus brevifolia (Figura 3A). Sua atividade
antitumoral foi descoberta na década de 1990 e seu uso na clinica foi aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA) em 1992 (Gallego-Jara et al., 2020). No entanto, o seu processo
de extragdo apresentava um grande problema, o fato da espécie Taxus brevifolia demorar cerca
de 100 a 200 anos para atingir a maturidade e para a extra¢do era necessario abater a arvore, o
que poderia ocasionar a extingdo dessa fonte. Uma solugdo encontrada para esse problema foi
descoberta ao extrair a molécula 10-desacetilbacatina III das folhas da arvore Taxus baccata.
Essa molécula apresenta a estrutura base e as funcionalidades do paclitaxel. Deste modo, o
paclitaxel comecou a ser desenvolvimento via semi-sintese € em poucas etapas a partir da
acetilacdo da posi¢do 10 da 10-desacetilbacatina III e pela introducdo da cadeia lateral na
posicdo C-13 (Figura 3) (Souza, 2004; Zwawiak; Zaprutko, 2014).

Quimicamente, o paclitaxel pertence a classe dos diterpenoides e apresenta em sua
estrutura um anel taxano com um anel lateral oxetano de quatro membros nas posi¢des carbono-
4 e carbono-5 e uma cadeia lateral éster homoquiral em carbono-13 (Figura 3B). E um agente

quimioterapico de primeira linha que exibe atividade antineoplésica proeminente contra um
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amplo espectro de tumores solidos, como o de mama, ovério e pulmao (Kampan et al., 2015;

Noori et al., 2025).

Figura 3 — Fonte de obtencao do paclitaxel (A) e estrutura quimica (B) da 10-desacetilbacatina

IIT e do paclitaxel
[T TG

Retirada da casca Paclitaxel

(B)

10-desacetilbacatina lll Paclitaxel
Fonte: Noori ef al. (2025, com adaptacdes).

O mecanismo de a¢do do paclitaxel se diferencia da grande maioria dos agentes
quimioterdpicos, uma vez que ndo interage diretamente com o DNA e RNA, nem interfere com
a sua sintese. Seu efeito terapéutico ¢ atribuido a ligacao aos microtiibulos, que sdo elementos
constituidos por proteinas heterodiméricas compostas por duas subunidades: a e B-tubulina e
que estdo presentes no citoesqueleto das células e apresentam funcdes que se estendem desde o
transporte celular até a mitose (Alves et al., 2018).

O paclitaxel atua na fase mitética do ciclo celular, promovendo a polimerizagao dos
microtubulos a partir dos dimeros de tubulina para um estado estavel evitando a
despolimerizagdo, o que resulta na supressao da dindmica microtubular. Posteriormente, ocorre
a perda da funcionalidade dos microtubulos e a capacidade de divisdo da célula na fase G2-M
(intervalo 2-mitose) ¢ interrompida devido a requisitos insuficientes do ponto de verificagao
mitdtico, o que ocasiona a nao proliferacao de células neoplasicas e eventualmente resulta na

morte celular via apoptose (Souza, 2004; Samaan et al., 2019).
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A aplicagdo clinica do paclitaxel ¢ limitada por diversos fatores: (I) baixa
solubilidade em agua (0,01 mg mL ") e baixa permeabilidade (Zhang et al., 2024). Como tal, o
PTX ¢ mais utilizado na clinica como Taxol, uma formula¢ao contendo Cremophor EL (6leo
de ricino polietoxilado) e etanol em partes iguais. No entanto, essa formulagao apresenta varios
eventos adversos como reagdes de hipersensibilidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade e
cardiotoxicidade (Li et al., 2020); (II) nao seletividade entre células cancerosas e normais,
podendo causar toxicidade grave; (III) desenvolvimento de resisténcia a farmacos, o que limita
a sua efetividade e aplicagdo (Reshma ez al., 2019) e (IV) ativa algumas vias de sinalizagdo que
inibem a apoptose e aumentam a sobrevivéncia das células cancerigenas (Saghatelyan et al.,

2020).

1.2.3 Resiquimod

O Resiquimod (R848), desenvolvido no inicio da década de 1980 para tratar
pacientes infectados com o virus herpes simplex tipo 2 (HSV-2), ¢ uma pequena molécula
(314,40 g mol ") sintética pertencente ao grupo das imidazoquinolinas e um agonista ativador
de Toll-like (TLR) TLR-7 e TLR-8 (Meyer et al., 2013). Sua estrutura quimica (Figura 4),
imidazoquinolina 4-amino-2-etoximetil-o,a-dimetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolina-1-etanol, e
mecanismo anticancer em termos de ativacdo da resposta imunoldgica sdo semelhantes ao
Imiquimod (IMQ), outro derivado da imidazoquinolina (Thauvin et al., 2019). O R848 se
destaca em relacdo ao IMQ devido a ativar a sinalizacdo de TLR-7 e TLR-8, enquanto o IMQ
¢ agonista apenas de TLR-7, tendo assim uma atividade antitumoral mais forte

(Tambunlertchai; Geary; Salem, 2022).

Figura 4 — Estrutura quimica do imiquimod e resiquimod
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Fonte: elaborada pela autora.
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Os TLRs sdo receptores que estdo presentes em células dendriticas e nos
macrofagos. Atualmente, foram identificados 13 membros da familia dos TLRs em
camundongos (TLR1-TLR13) e 10 em células imunes humanas (TLR1-TLR10) (Khan ef al.,
2025).

TLR-7 e TLR-8 estdo localizados em membranas endossdmicas intracelulares e sdo
fortemente expressos por células imunes que infiltram o microambiente tumoral. A sinalizagdo
desses TLRs ativa células apresentadoras de antigenos que dao inicio a resposta imune. A
sinalizacdo ocorre através do fator de diferenciagao mieloide 88 (MyD88) que ativa fatores de
transcri¢do, como o NF-kB (fator nuclear kappa B) (Khan et al., 2025; Bhaliya et al., 2025). O
NF-kB ativa células imunes, incluindo células dendriticas (CDs), mondcitos e macrofagos,
levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias, incluindo interferons (IFN-y), fator de
necrose tumoral-o (TNF-a) e interleucinas (IL)-6 e -12 (Widmer et al., 2018; Lu et al., 2019).
Em seguida, os macrofagos associados a tumores que modulam o microambiente tumoral por
meio da ativacdo de respostas imunes inatas sdo desencadeados e o crescimento do tumor ¢
inibido e o microambiente tumoral ¢ interrompido (Bhaliya ef al., 2025).

O R&848 apos administracdo sist€émica, provoca toxicidades imunoldgicas graves,
como anemia, linfopenia e sintomas semelhantes ao da gripe. Além disso, apresenta baixa
solubilidade em meio aquoso. Com isso, apenas uma pequena por¢do da dose consegue ser
administrada ao local de tratamento desejado apds a circulagdo, resultando em efeitos
terapéuticos limitados (Lu ef al., 2019; Lo et al., 2024).

De modo a superar os obstaculos mencionados € melhorar a atividade dos agentes
terapéuticos (CUR, PTX e R848), abordagens utilizando sistemas de administracdo de firmacos
baseados em nanoparticulas de pré-fdrmacos apresentam vantagens importantes, como: (I)
aprimoramento da solubilidade aquosa do farmaco, estabilidade quimica e efetividade; (II)
biodistribuicao prolongada ap6s administracao intravenosa, (III) reducdo de eventos adversos

e (IV) seletividade as células cancerigenas (Bernabeu et al., 2017).

1.3 Pro-farmacos

O termo “pré-farmaco” foi introduzido pela primeira vez por Adrien Albert (1958)
para designar derivados quimicos farmacologicamente inativos que poderiam ser usados para
alterar as propriedades fisico-quimicas dos farmacos, de forma temporaria, de modo a aumentar
a sua utilidade e/ou diminuir a toxicidade associada. A estratégia de pro-farmaco ¢ utilizada

para melhorar a distribuicdo de farmacos que sdo quimicamente instdveis, tém baixa
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solubilidade aquosa, rapida degradacdo e efeitos fora do alvo que resultam em toxicidade e
irritacdo local (Nguyen et al., 2021).

Os pro-farmacos na forma inativa podem ser convertidos in vivo nas moléculas
ativas do farmaco através de processos endogenos (ex.: enzimas, espécies reativas de oxigénio
e acidez) ou estimulos exdgenos (ex.: luz, ultrassom e temperatura) (Figura 5A) e exercer seu
efeito terapéutico. Idealmente, o pro-farmaco deve ser convertido no farmaco original assim
que o alvo for alcangado, seguido pela rapida eliminagdo do grupo de derivatizagao libertado
(Ding et al., 2022; Han et al., 2023).

Um projeto de pro-farmaco bem-sucedido requer (I) um farmaco ativo que possua
um grupo funcional adequado para modificacdes; (II) uma pré-unidade que supere barreiras
para a entrega do farmaco e (III) uma ligacdo reversivel que facilite a liberagdo eficiente e
especifica do farmaco original (Figura 5B) (Nguyen et al., 2021).

Os pro-farmacos poliméricos sdo sintetizados através da ligacdo covalente de
farmacos em uma estrutura polimérica, através de grupos ativos (amino, carboxila, aldeido ou
hidroxila) formando ligagdes sensiveis ao microambiente tumoral, tais como: ligagdo amida,
¢éster, hidrazona e imina (Figura 5C) e geralmente formam nanoparticulas com um ntcleo
hidrofébico e um invoélucro hidrofilico (Li ef al., 2022; Nazli et al., 2024).

O desenvolvimento de pro-farmacos para aplicagcdo oncoldgica tem propiciado uma
série de beneficios, incluindo propriedades farmacoldgicas aprimoradas, melhor efetividade
clinica e redugdo dos eventos adversos (Chen ef al., 2021). Esse sistema de administragao de
farmacos se destaca dos demais por permitir a entrega preferencial de farmacos no sitio tumoral,
devido ao efeito de permeabilidade e retengdo aprimorada (EPR), um fenémeno que ocorre
particularmente nos tumores soOlidos devido as suas caracteristicas anatomicas e
fisiopatologicas distintas dos tecidos normais, como lacunas maiores no endotélio vascular em

comparagdo com os tecidos normais (Figura 5B) (Bernabeu et al., 2017).
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Figura 5 — Estimulos de ativacdo (A), processo de formacdo (B) do pro-farmaco e ligacdes
sensiveis a estimulos (C)
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O pro-farmaco proporciona a entrega de farmacos a area tumoral, devido ao
microambiente redox, pH intracelular e extracelular e superexpressao de proteinas presente nas
células (Abbasi et al., 2023). O sistema sensivel ao pH tem sido mais amplamente usado devido
ao pH mais baixo em ambientes tumorais, causado pelo acimulo de metabdlitos de lactato no
intersticio tumoral (Li et al., 2022). O microambiente tumoral extracelular exibe valores de pH

de 6,5-6,8; enquanto o pH do tecido normal ¢ de 7,4. Diferencas de pH ainda maiores podem
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ser encontradas no microambiente tumoral intracelular, endossomos e lisossomos tardios tém
valores de pH na faixa de 4,0-6,0 (Wu et al., 2023a). Portanto, os sistemas de entrega sensiveis
ao pH sdo valiosos para transportar moléculas de farmacos em um meio fisioldgico e liberar
rapidamente em pH mais baixo nos locais do tumor de modo a satisfazer as concentragdes
terapéuticas do farmaco no microambiente tumoral e/ou nas células cancerosas.

A primeira exemplificacao pratica de uso de pro-farmaco na terapia do cancer foi
um conjugado polimero-proteina (Maeda et al., 1985). Os autores demonstraram que a
atividade anticancerigena de uma proteina poderia ser melhorada pela conjugagdo com um
polimero, usando uma ligacdo amida entre o grupo amino terminal do peptideo e o
carboxilanidrido do polimero. Eles demonstraram que a proteina conjugada se acumulava
preferencialmente no tecido tumoral devido ao aumento do tamanho molecular, uma
caracteristica que prolongou a circulagdo sanguinea e aumentou o acimulo no tumor através da
vasculatura tumoral com permeabilizacdo. Este fendmeno, que ¢ comumente conhecido como
EPR, resultou em maior efetividade e reducao da toxicidade do farmaco (Maeda et al., 1985).

Os nanocarreadores baseados em pro-farmacos poliméricos oferecem uma nova
estratégia para criar sistemas combinados de terapia contra o cancer, encapsulando de forma
ndo covalente (por interacdes hidrofobicas e/ou empilhamento m-m) um farmaco. Essa
combinag¢do facilita os efeitos terapéuticos sinérgicos através da acumulagdo simultanea de
multiplos farmacos (Ge et al., 2016). Dentre os sistemas de administragdo terapéutica, os
polissacarideos tém sido os preferidos como excipientes, por apresentarem propriedades como

biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (Badwaik et al., 2022).

1.4 Polissacarideos

Os polissacarideos sao macromoléculas muito versateis constituidos por unidades
de monossacarideos unidos covalentemente por ligagdes glicosidicas. Essas macromoléculas
podem apresentar diversas atividades biologicas, como antioxidante, antiinflamatoria,
antitumoral, anticoagulante e imunorreguladora, o que as torna constituintes relevantes de
materiais empregaveis na drea médica e farmacéutica (Murphy et al., 2023). Sdo de origem
natural e podem ser obtidos de microrganismos (dextrana, pululana), animais (quitina, acido
hialurdnico), algas (alginato, carragenana) e plantas (galactomanana, goma do cajueiro) (Figura
6) (Delgobo et al., 1998; de Paula; Paula; Feitosa, 2018; de Azevedo et al., 2022; Amaral et al.,

2022). Além disso, os polissacarideos possuem muitos grupos funcionais reativos (como
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hidroxila, amino e carboxila) em sua estrutura, o que viabiliza a sua modificagdo quimica e

consequente uso no desenvolvimento de pro-farmacos direcionados ao tratamento do cancer.

Figura 6 — Fonte de obtencao e estrutura quimica de alguns polissacarideos
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Fonte: elaborada pela autora.

Na Tabela 1 estao reportados alguns exemplos de nanoparticulas de pro-farmacos
a base de polissacarideo com foco na terapia antitumoral direcionada. Em suma, o uso dos
polissacarideos em formulagdes de nanoparticulas pH-responsivas proporcionou liberagao
controlada e direcionada dos fArmacos aos sitios tumorais, melhorando o efeito terapéutico dos
farmacos e proporcionando maior eficacia anticancerigena em relagdo ao farmaco livre. Além
disso, ocasionaram supressdo do crescimento tumoral e redugdo dos efeitos colaterais

sistémicos.
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Tabela 1 — Exemplos de nanoparticulas de pro-fdrmacos pH-responsivos a base de polissacarideos com foco na terapia direcionada do cincer

Tipo de Agente Linhagem
Tipo de ligacao Foco Principais conclusées  Referéncia
polissacarideo/derivado terapéutico celular testada
MCF-7, 4T1,
. ' ' . Doxorrubicina/ o . MDA-MB-231,  Efeitos sinérgicos no Liu et al.
Acido hialurénico Amida o Quimio/imunoterapia _
Resiquimod DC24e crescimento tumoral. (2018).
RAW264.7
_ , _ o _ Maior efeito citotoxico  Sauraj et al.
Xilana Ester Curcumina Quimioterapia HT-29, HCT-15 )
do que o farmaco livre. (2018).
Efeito terapéutico
. ' . ' . o . superior a curcumina Lai et al.
Acido hialurénico Hidrazona Curcumina Quimioterapia 4T1 e MCF-7
livre na supressao do (2021).
crescimento tumoral.
Induziram
citotoxicidade,
o _ _ ' o . HepG2, MCF-7, Wang et al.
Carboximetil quitosana Amida Cisplatina Quimioterapia supressao tumoral e
A549 e H22 (2022).
reducao dos efeitos
colaterais.
Aumentaram a eficécia
Alginato , o o ‘ o ' Chen et al.
o Ester Resiquimod Quimio/imunoterapia MEFC da quimioterapia e da
carboximetilado (2023).

imunoterapia por meio
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Carboximetilcelulose

Galactomanana oxidada

Quitosana

Goma do cajueiro

oxidada

ES'[CI‘

Imina

Ester

Imina

Docetaxel

Doxorrubicina

Paclitaxel

Doxorrubicina

Quimioterapia

Quimioterapia

Quimioterapia

Quimioterapia

4T1 e A549

B16F10,
HCT-116 ¢
MCEF-7

4T1

HCT-116 ¢
MCEF-7

da modulagao do

microambiente tumoral.

Eficacia antitumoral
superior ao fairmaco
livre e baixa toxicidade

sistémica.

Reducao da viabilidade
celular em comparagao

com o farmaco livre.

Inibiram efetivamente a
proliferacdo celular e
apresentaram um efeito
consideravel de
supressao tumoral.
Demonstraram
atividade antitumoral e
citotoxicidade
significativamente

reduzida.

Liu. et al.

(2023b).

de Lima et

al. (2024).

Maet al.
(2024).

Ribeiro et al.

(2024).
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Dextrana

Acido hialurénico

Imina

ES'[CI‘

Doxorrubicina/

Curcumina

Paclitaxel/

Alantolactona

Quimio/fotodinamica

terapia

Quimio/imunoterapia

Inibiram a proliferagao
celular e apresentaram
HCT-116 maior citotoxicidade
em comparacao com a
monoterapia.
Exibiram potente
citotoxicidade celular,
ao mesmo tempo que
CT26
remodelaram o

microambiente tumoral

Imunossupressor.

Carneiro et

al. (2025)

Wu et al.
(2025a).

MCF-7,4T1, MDA-MB-231: células de cancer de mama.; DC2.4 e RAW264.7: células imunes.; A549: células de cancer de pulmao.; H22, HepG2: células de cancer de figado.;
MFC: células de cancer de estdmago murino.; HT-29, HCT-15, HCT-116 e CT26: células de cancer colorretal.; BI6F10: células cancerigenas do melanoma.

Fonte: elaborada pela autora.
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1.4.1 Goma do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale) (Figura 7A) ¢ uma planta perene pertencente
a familia Anacardiaceae, nativa da regiao Nordeste do Brasil que apresenta uma area cultivada
de aproximadamente 425 mil hectares no Brasil, sendo 63,9%, no Ceara; 17,2%, no Piaui e
11,7%, no Rio Grande do Norte (Brainer, 2022).

A cultura do cajueiro apresenta um grande valor comercial através dos diversos
produtos dela derivados, como o pseudofruto (caju), a castanha de caju, as cascas e folhas
utilizadas para fins nutricionais, medicinais e industriais. Embora o principal produto do
cajueiro seja a castanha, a goma obtida do exsudado da planta, conhecida como goma do
cajueiro, tem potencial aplicacdo como componente de biomaterial em diferentes formas para
uma ampla gama de finalidades, desde a entrega de agentes terapéuticos até a engenharia de
tecidos (de Azevedo et al., 2022). O exsudato ¢ produzido pelas células epiteliais das plantas
quando o coértex ¢ fisicamente lesado ou sofre algum ataque microbiano (Amaral ef al., 2022).

A goma do cajueiro (GC) extraida do exsudato da arvore do Nordeste do Brasil
possui em sua composic¢ao unidades de B-D-galactopiranose (72-73%), a-D-glucopiranose (11-
14%), a-L-arabinofuranose (4,6-5,0%), a-L-ramnopiranose (3,2-4%) e 4cido B-D-galacturénico
(4,7-6,3%) em percentagem de massa (Figura 7B) e uma estrutura ramificada com uma cadeia
principal de unidades de galactose unidas por ligagdes do tipo 123 e ramifica¢des constituidas
de unidades de galactose ligadas por ligagdes do tipo 126, com cadeias laterais formadas pelas
demais unidades como grupos terminais (Figura 7C) (Delgobo et al., 1998; de Paula; Rodrigues,
1995; de Paula et al., 1998).

A GC tem sido proposta como excipiente farmacéutico para a producdo de
comprimidos (de Sa Pinto et al., 2018), no desenvolvido de filmes bioativos para aplicagao
como curativos (Silva et al., 2016), scaffolds para uso dentédrio (Leite et al., 2023) e na
engenharia de tecidos (Maciel et al., 2019; Ferreira et al., 2021), nanofibra para cicatrizagao de
feridas (Rajora; Bal, 2023) e em nanoparticulas para tratamento do cancer (Ribeiro et al., 2021;
Ribeiro et al., 2024), doencas negligenciadas (Richter et al., 2020; Richter et al., 2022), doengas
inflamatorias (Lima et al., 2023; Pitombeira et al., 2015), doenga de chagas (Oliveira et al.,
2023) e tratamento de diabetes (Silva ef al., 2023).

No entanto, formulagdes a base de goma do cajueiro para carreamento multiplo de
farmacos ainda nao foram reportadas na literatura. Tendo entdo o foco deste trabalho avaliar o
uso da GC no carreamento multiplo de curcumina/paclitaxel e curcumina/resiquimod na terapia

combinada contra o cancer.
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Figura 7 — Fonte de obtengdo (A), estrutura quimica dos monossacarideos presentes (B) e
proposta de representacdo estrutural de um segmento da goma do cajueiro (R representa

ramnose ou arabinose) (C)
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Fonte: Cunha et al. (2007, com adaptacdes).

A GC apresenta em sua estrutura quimica diferentes grupos funcionais, como

hidroxila e carboxila, passiveis de modificagdes quimicas. O método de modificacdo quimica

consiste na introducdo de outros grupos ativos na cadeia do polissacarideo por métodos
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quimicos, levando a geracdo de derivados com propriedades distintas para aplicagdes
especificas (Chakka; Zhou, 2020). As modificagdes quimicas realizadas na estrutura da GC,
incluem carboximetilagdo (Silva et al., 2004), sulfatacdo (Moura Neto et al., 2011), oxidagao
(Ferreira et al., 2021) e acilacdo (Richter et al., 2022).

A carboximetilagdo ¢ amplamente empregada devido a facilidade de processamento

e a versatilidade do produto obtido, além de melhorar a solubilidade (Badwaik et al., 2022).

1.5 Carboximetila¢ao

A reacdo de carboximetilagdo consiste na introdu¢do de grupos carboximetila na
cadeia do polissacarideo. A reacdo ¢ baseada na sintese éter de Williamson e ocorre em duas
etapas (Figura 8). Na primeira etapa, ocorre a reagao entre os grupos hidroxila do polissacarideo
com hidroxido de so6dio aquoso (NaOH), formando os grupos alcoxido (Chakka; Zhou, 2020).
O hidréxido de s6dio aumenta a nucleofilicidade dos grupos hidroxila livres (particularmente
na posi¢ao C6 - CH,OH). Na segunda etapa, os grupos alcoxidos formados reagem com o acido
monocloroacético (AMC, CICH>COOH) via reagao de substituicao nucleofilica bimolecular

(Sn2), formando os grupos carboximetil (Xie et al., 2021).

Figura 8 — Representacao esquematica da reacao de carboximetilagao
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Fonte: elaborada pela autora.

As gomas carboximetiladas encontram diversas aplica¢des no campo farmacéutico
devido as suas propriedades funcionais alteradas em relagdo as gomas nativas, como aumento
da solubilidade em agua e viscosidade. As propriedades estruturais e fisico-quimicas das gomas
carboximetiladas possibilitam a conjugacdo com os grupos hidroxila de firmacos na presencga

de carbodiimida como reagente de acoplamento, formando ligagdes éster (Baghel et al., 2023).
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1.6 Esterificacio

A esterificacao ¢ uma reagao amplamente utilizada para a sintese de ésteres a partir
de acidos carboxilico e 4lcoois. Uma das condi¢des mais utilizadas para a formag¢do de uma
ligacdo éster foi desenvolvido em 1978 por Neises e Steglich e emprega carbodiimida e 4-
Dimetilaminopiridina (DMAP) (Neises; Steglich, 1978).

A reagdo ocorre pela ativacao de acidos carboxilicos por meio de carbodiimidas
(Figura 9), levando a formagao in sifu de anidridos mistos (A). Esses intermediarios sofrem
ataque nucleofilico do DMAP, presente em quantidade catalitica, originando um segundo
intermediario (B), estabilizado por ressonancia e caracterizado por possuir um melhor grupo
abandonador. Em seguida, o intermediario (B) reage rapidamente com um nucleéfilo (C), como
os alcoois, resultando na formagdo de ésteres como produtos e regenerando o DMAP no meio
reacional. Nesse processo, ocorre a formacdo de um equivalente de ureia (D), derivado da

carbodiimida, como subproduto (Tsakos et al., 2015).

Figura 9 — Representagdo esquematica do mecanismo da reacao de esterificagdo via quimica de
carbodiimida/DMAP entre um acido carboxilico € um alcool. Anidrido misto (A), intermediario
(B), nucleofilo alcoolico (C) e equivalente da ureia (D)
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Fonte: Tsakos et al. (2015, com adaptagdes).

A N,N’'-Diciclohexilcabodiimida (DCC) foi uma das primeiras carbodiimidas
desenvolvidas para esta finalidade e se tornou amplamente utilizada devido aos altos

rendimentos obtidos nas rea¢des em que ¢ empregada. Contudo, seu uso € evitado, devido a
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ureia formada como subproduto no meio reacional ser de dificil remog¢do, dificultando o
processo de purificacao do produto final (Neises; Steglich, 1978; Jordan et al., 2021).

O reagente 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) ¢ uma
carbodiimida hidrossoluvel utilizada como substituinte ideal para a DCC, pois a ureia formada
como subproduto ¢ facilmente removida do meio reacional através de lavagens com agua. O
DMAP atua como um catalisador nucleofilico, acelerando a reagcdo ao formar um sal de
acilpiridinio propenso ao ataque nucleofilico pelo alcool (Tsakos et al., 2015).

A reacdo de esterificacdo utilizando quimica de carbodiimida ¢ uma estratégia
promissora para o desenvolvimento de pro-farmacos, visto que a ligacdo €ster pode ser clivada
em meio acido e por meio de reagdes mediadas por proteases, enzimas presentes no
microambiente celular (externo e interno) que catalisam a hidrolise (clivagem da ligacao

covalente com a participacdo de uma molécula de dgua) (Zhang et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar sistemas pH-responsivo de entrega combinada de fArmacos

a base de goma do cajueiro quimicamente modificada para potencial uso na terapia do cancer.

2.2 Objetivos especificos

Obter e caracterizar derivado da goma do cajueiro por reagcdo de carboximetilagao
para uso como matriz em formulac¢des de pro-farmacos;

Sintetizar o pro-farmaco de goma do cajueiro carboximetilada e curcumina via
reacdao de esterificagdo (interacdo covalente) e encapsular separadamente o paclitaxel e o
resiquimod por auto-organizacdo em meio aquoso (via interagcdes nao covalentes);

Caracterizar estruturalmente os materiais obtidos e sintetizados para confirmar a
eficiéncia das reagdes quimicas;

Investigar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas preparadas via auto-
organizagdo dos pro-farmacos em meio aquoso;

Comparar a estabilidade quimica da curcumina livre e ligada nas nanoparticulas em
pH5,0e7,4a37°C;

Verificar a capacidade pH-responsiva das nanoparticulas por meio do percentual de
liberacao in vitro dos farmacos das nanoparticulas em pH 5,0 e 7,4 a 37 °C;

Avaliar a citotoxicidade e a internalizacdo intracelular das nanoparticulas em

células cancerosa e ndo-cancerosa.



3 METODOLOGIA

3.1 Etapas do desenvolvimento do trabalho

Na Figura 10, encontra-se o fluxograma das etapas desenvolvidas neste trabalho.

Figura 10 — Fluxograma metodologico do trabalho
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Fonte: elaborada pela autora.
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3.2 Materiais

O exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale) foi fornecido pela EMBRAPA
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria). Acetona, acido cloridrico, alcool etilico, 4cido
monocloroacético, dimetilsulfoxido (DMSO) e hidroxido de s6dio foram adquiridos da Synth.
1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), 4-Dimetilaminopiridina (DMAP),
curcumina (CUR, >65%)), paclitaxel (PTX), resiquimod (R848), pireno e membrana de dialise

com limite de massa molar 14.000 g mol ™' foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
3.3 Isolamento da goma do cajueiro

A goma do cajueiro foi isolada seguindo a metodologia descrita por Rodrigues, de
Paula e Costa (1993) (Figura 11). O exsudato triturado (10 g) foi dissolvido em agua destilada
(100 mL) sob agitagdo magnética por 12 h a temperatura ambiente (~25 °C). A solucdo foi
filtrada em funil de placa sinterizada nimero 1, a fim de remover residuos sélidos. Em seguida,
neutralizada com a adi¢o de NaOH 0,1 mol L™ ! padronizado (0,098 mol L) e a forca idnica
ajustada com a adi¢do de NaCl (1 g). A solucdo foi precipitada em alcool etilico comercial (1:4
v/v). O precipitado obtido foi filtrado em funil de placa sinterizada nimero 3, lavado com élcool
etilico absoluto e acetona (trés vezes). A goma do cajueiro (retida no filtro) foi macerada, seca

em almofariz com jato de ar quente e denominada GC.

Figura 11 — Representacao esquematica do isolamento da goma do cajueiro
- NaCIg‘] a0H 0,098 mol L” \
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Exsudato Dissolugao Filtragao Ajuste pH e Precipitagao em etanol Lavagem com
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Fonte: elaborada pela autora.
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3.4 Reaciao de carboximetilacio da goma do cajueiro

A reacdo de carboximetilagdo da goma do cajueiro foi realizada a partir da
metodologia proposta por Silva et al. (2004) na propor¢ao molar 1:2:1 (GC:NaOH:AMC)
(Figura 12). A goma do cajueiro (5 g) foi adicionada lentamente em agua destilada (5 mL) sob
agitacao magnética a temperatura ambiente (~25 °C) até a formacao de uma pasta homogénea.
Posteriormente, hidroxido de sodio (6,2 mL, 10 mol L) foi adicionado e mantido sob agitagio
magnética a temperatura ambiente (~25 °C) por 10 minutos. Em seguida, &cido
monocloroacético (2,9 g) foi adicionado a pasta homogénea e a reagdo prosseguiu sob agitacao
magnética por 3 h a 55 °C. O produto formado foi neutralizado com acido cloridrico (1 mol L™
1) e dialisado em membrana de celulose (14.000 g mol!) contra 4gua destilada para remogio
dos subprodutos reacionais, com trocas de agua a cada 24 h, até que a condutividade da agua
de dialise fosse igual a condutividade da agua destilada. O material foi seco por liofilizagdo e

denominado de GCCM.

Figura 12 — Representacao esquematlca (A)e mecamsmo (B) da reacdo de carbox1met11ac;ao

A e CICH, COOH
ﬁ NaOH 10 mol L*_ 7 "Cl 1 mol L
E_ *
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(B) OH oH o 2o CH.COON

o
o Na OH OR
/7;, o OR P

HO OH OH HO
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ClCHZCOOH 55 °C,3h
NaCI

GCCM
Fonte: elaborada pela autora.

3.4.1 Determinagdo do teor de grupos dcido na goma do cajueiro e na goma do cajueiro

carboximetilada

O teor de grupos acido presentes na GC e na GCCM foi determinado por titulagado
potenciométrica (Figura 13). O polissacarideo (50 mg) foi dissolvido em agua destilada (25
mL) sob agitagdo magnética por 24 h a temperatura ambiente (~25 °C). Posteriormente, foi
eluido em coluna com resina Amberlite IR-120H" para deixa-lo na forma 4cida e, em seguida,

seco por liofilizagdo. O polissacarideo na forma acida (GCCM-H'; 25 mg) foi dissolvido em
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agua destilada (25 mL) sob agitacdo magnética por 24 h a temperatura ambiente (~25 °C) e
titulado com solugdo de hidroxido de sodio 0,1 mol L' padronizado (0,098 mol L!). A
quantidade de grupos acido presentes no polissacarideo foi calculado por aproximagdes

sucessivas (APENDICE A).

Figura 13 — Representacdo esquematica da determinacdo do teor de grupos acido

NaOH 0,098 mol L'

GCCM em H,0 Coluna de troca iénica Liofilizagao GCCM-H* em H,0

Fonte: elaborada pela autora.

3.5 Sintese do pro-farmaco de goma do cajueiro carboximetilada com curcumina

(GCCM-CUR) via quimica de carbodiimina

O agente terapé€utico curcumina (CUR) foi conjugado a GCCM via reagdo de
esterificacdo entre o grupo carboxila presente na GCCM e o grupo hidroxila da CUR (Figura
14). A sintese do pré-farmaco foi adaptada a partir da metodologia proposta por Sarika et al.
(2015a).

A GCCM (10 mg, 2,6 x 107> mol) foi dissolvida em DMSO (5 mL) sob agitacio
magnética por 24 h a temperatura ambiente (~25 °C). O DMAP (3,3 mg, 2,6 x 10> mol) e o
EDC (5,1 mg, 2,6 x 10> mol) foram adicionados a solugio do polissacarideo e mantidos sob
agitacdo magnética por 30 min a temperatura ambiente (~25 °C) para ativar o grupo carboxila
presente na GCCM. A esta solucdo foi adicionada a curcumina (2,0 mg, 5,24 x 107> mol). A
reagdo prosseguiu sob agitacdo magnética por 24 h a temperatura ambiente (~25 °C) na auséncia
de luz. A solugdo resultante foi dialisada em membrana de celulose (14.000 g mol™') contra
agua destilada por 72 h na auséncia de luz. A saida do DMSO foi acompanhada por absor¢ado
(190 — 300 nm) em espectrofotdmetro UV-vis Shimadzu UV-1800 (Japao). O material foi seco
por liofiliza¢ao e denominado GCCM-CUR.
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Figura 14 — Representacdo esquematica da sintese (A) e mecanismo da reacio de formagao (B)

do pré-farmaco GCCM-CUR
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Fonte: elaborada pela autora.

3.5.1 Encapsulamento do farmaco paclitaxel e resiquimod pela auto-organizagdo do pro-

farmaco GCCM-CUR

Paclitaxel (PTX) e Resiquimod (R848), que sdo farmacos hidrofobicos e contém
estruturas aromaticas, foram encapsulados na GCCM-CUR para formar nanoparticulas
denominadas GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 por meio de interagdes hidrofobicas e de
empilhamento n-m com a CUR via auto-organizagdo em meio aquoso (Zhuang et al., 2019; Li
et al.,2025) (Figura 15).

Solugdes do pro-farmaco GCCM-CUR (5 mg mL ') em DMSO foram preparadas
e adicionou-se 0 PTX (2 mg) e o R848 (2 mg) em solucdes separadas. A reacdo prosseguiu sob
agitacdo magnética por 24 h a temperatura ambiente (~25 °C) na auséncia de luz. As solugdes
resultantes foram dialisadas contra agua destilada por 72 h na auséncia de luz. A saida do
DMSO foi acompanhada por absor¢ao (190 — 300 nm) em espectrofotdometro UV-vis Shimadzu

UV-1800 (Japao). Os materiais obtidos foram secos por liofilizagao.
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Figura 15 — Representacdo esquematica do encapsulamento do PTX e do R848 pela auto-
organizacao do pro-farmaco GCCM-CUR em meio aquoso
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3.5.2 Eficiéncia de farmaco carreado (EFC) e carga de farmaco (CF)

A quantidade de curcumina (CUR) e de resiquimod (R848) presente nos pro-
farmacos GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 dissolvidos em DMSO (1 mg

mL™") foi determinada por espectrofotometria na regiio do UV-visivel em Aabs = 434 nm para a

CUR e em Aabs = 334 nm para o R848 utilizando um espectrofotometro Shimadzu UV-1800

(Japao).

A quantidade de paclitaxel (PTX) presente no pro-farmaco GCCM-CUR/PTX foi

determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em um cromatégrafo

Shimadzu LC-20AD (Japao) acoplado a um detector de fotodiodo UV-visivel SPD-M20A e

uma coluna Phenomenex C18 (5 pm, 250 mm x 4,6 mm). A fase modvel consistiu em uma



47

mistura de metanol:agua (CH;OH:H,0; 65:35, v/v) a uma taxa de fluxo de 1,0 mL min' a 30
°C (Wang et al., 2017). O detector de UV foi utilizado em um comprimento de onda (Aabs) de
229 nm. A amostra foi preparada em metanol:dgua (65:35, v/v), filtrada em membrana de
¢ésteres de celulose de 0,45 pm e um volume de 20 pL foi injetado para a analise.

A quantificacdo dos farmacos foi realizada a partir da aplicagdo dos valores de
absorbancia obtido nas curvas de calibragio de CUR em DMSO (R* = 0,998), R848 em DMSO
(R?=0,999) ¢ de PTX em metanol:agua (65:35, v/v) (R*>=0,999) (APENDICE B e C). A EFC

e a CF foram calculadas de acordo com as equagoes 1 e 2, respectivamente.

EFC (%) = massa de farmaco nas nanoparticulas 100 ()
o) massa de fArmaco adicionado X

CF (%) = massa de farmaco nas nanoparticulas 100 @
(%) = massa de nanoparticulas X )

3.6 Técnicas de caracterizacao

3.6.1 Cromatografia de exclusio por tamanho (SEC)

A determinagdo da distribuicdo de massa molar da goma do cajueiro e da goma do
cajueiro carboximetilada foi realizada por SEC em cromatografo Shimadzu LC-20AD (Japao)
acoplado ao detector de indice de refracdo (RID-10A). A coluna PolySep-SEC Linear (300 mm
x 7,8 mm) foi utilizada como fase estacionaria e nitrato de sédio (NaNOs;, 0,1 mol L") como
eluente, a um fluxo de 1 mL min! a 30 °C. Para calibracdo, foram utilizados padrdes de
pululana Shodex P-82 (0,59 a 78,8 x 10* g mol™'). As amostras (1 mg mL™') foram preparadas
em agua deionizada, filtradas em membrana de ésteres de celulose de 0,45 um e um volume de
50 uL foi injetado para a analise.

Os valores de massa molar de pico (Mpk), massa molar ponderal média (My), massa
molar numérica média (M,) e dispersdo (D) para os materiais foram calculados a partir da curva
padrdo (R? = 0,992) (equacio 3), onde V. representa o volume de eluicdo obtido a partir dos

cromatogramas de SEC.

log My, = 14,285 — 1,168V, 3)
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3.6.2 Espectroscopia de absor¢do na regidao do infravermelho (FT-IR)

Os espectros de absor¢do de FT-IR da goma do cajueiro, da goma do cajueiro
carboximetilada, dos farmacos e dos pro-farmacos foram obtidos em pastilhas de brometo de

potassio (KBr) no espectrofotdometro Shimadzu IR Trace-100 (Japao) na regiao de 4000 a 400

1 1

cm ', com 64 varreduras sendo realizadas para cada amostra com uma resolugdo de 4,0 cm™ .

3.6.3 Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

Os espectros de RMN 'H da goma do cajueiro, da goma do cajueiro
carboximetilada, dos fairmacos e dos pro-farmacos foram obtidos em espectrometro 500 MHz
Bruker Avance DRX-500 (Alemanha) a 25 °C, utilizando o 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato
de sodio (DSS) como padrdo interno (0,0 ppm). As amostras foram preparadas em

dimetilsuféxido deuterado (DMSO-d6).

3.6.4 Concentragdo de agregacao critica (CAC)

A CAC dos pro-farmacos foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia
usando pireno como sonda fluorescente (Sarika et al., 2015a). Resumidamente, 30 pL de
solugdo de pireno (5 x 107 mol L™!) em acetona foram adicionados a uma série de frascos de
vidro ambar e a acetona evaporada com fluxo de nitrogénio. Paralelamente, 10 mg dos pro-
farmacos foram dispersos em 25 mL de tampdo fosfato (pH = 7,4; 0,1 mol L) usando
tratamento ultrassonico (VCX-750 ultrasonic) com sonda (20 W, 10 s ativo, 10 s desligado, 1
min, 15 °C). Em seguida, foram diluidos com tampdo fosfato (pH = 7,4; 0,1 mol L") em
concentragdes variando de 25 a 400 pg mL ! e adicionados aos frascos com pireno. As solu¢des
resultantes foram mantidas em repouso por 1 hora a 25 °C de modo a atingir o equilibrio de
solubiliza¢do do pireno nos dominios hidrofobicos dos pro-farmacos. A concentracao final de
pireno em cada frasco foi de 5 x 10" mol L™\,

Os espectros de fluorescéncia de excitagao (A = 320-350 nm) com comprimento de
onda de emissao (Aex) de 374 nm foram obtidos em espectrometro Shimadzu RF-6000 (Japao).
A razdo de intensidade (I338/1334) dos espectros de emissdo contra a concentracdo logaritmica
dos pro-farmacos foi usada para determinar a CAC. As medidas foram realizadas em cubeta de

quartzo, em duplicata e a temperatura ambiente (~25 °C).
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3.6.5 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O tamanho das particulas, o indice de polidispersividade (IPD) e o potencial zeta
(P%) da goma do cajueiro carboximetilada e das nanoparticulas foram determinados por DLS
em equipamento Malvern Nano Zeta Sizer ZS-3600 (Reino Unido), com laser no comprimento
de onda de 633 nm e angulo de espalhamento de 173°. As amostras foram dispersas em agua
deionizada na concentracdo 500 pg mL!. As medidas foram feitas em cubeta de vidro e

realizadas em triplicata a temperatura ambiente (~25 °C).

3.6.6 Microscopia de for¢a atomica (AFM)

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por AFM em equipamento Asylum
MFP-3D-Bio (Reino Unido). As imagens foram obtidas em temperatura ambiente (~25°C) em
modo de contato intermitente, utilizando uma ponta micro cantilevers (Econo-TESP) com
constante de mola nominal de 40 N/m e frequéncia de amplitude de 300 kHz. As amostras (200
ug mL™") foram dispersas em 4gua deionizada e uma aliquota de 10 uL de cada amostra foi
retirada, depositada sobre uma superficie de mica e seca ao ar livre. As analises foram realizadas
no Laboratorio de Microscopia Avangada do Departamento de Fisica da Universidade Federal

do Ceara (UFC).

3.7 Estabilidade quimica da curcumina nas nanoparticulas

A estabilidade quimica da curcumina livre e incorporada nas nanoparticulas foi
investigada em tampdo fosfato (PBS; pH = 5,0 e 7,4; 0,1 mol L), através da verificagdo da
mudanga do valor da absorbancia da curcumina, baseada na metodologia realizada por Luo et
al. (2017) (Figura 16). Solugdes de curcumina livre e das nanoparticulas em PBS, com
concentragio de CUR de 20 ug mL™!, foram mantidas a 37 °C e sob agitagdo constante (75
rpm) utilizando uma incubadora Cientec CT-712R (Brasil). Em intervalos de tempo especifico,
a absorbancia da solugdo foi analisada por espectrofotometria na regido do UV-visivel (Aavs =
428 nm) em um espectrofotometro Shimadzu UV-1800 (Japao). A absorbancia em t = 0 hora
foi considerada como 100%. Devido a baixa solubilidade da CUR em meio aquoso, a CUR livre

foi dissolvida em PBS com DMSO 5%.
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Figura 16 — Representacdo esquematica do ensaio de estabilidade quimica da curcumina
UV-visivel

CUR livre e nas Incubadora Acur = 428 nm
nanoparticulas em 72 h
PBS (pHs 5,0 e 7,4)

Fonte: elaborada pela autora.

3.8 Ensaios de liberacao in vitro dos farmacos

A liberagdo dos farmacos das nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR-PTX e
GCCM-CUR/R848 foi avaliada em tampao fosfato (PBS; pH=15,0 ¢ 7,4; 0,1 mol L™!) contendo
lauril sulfato de sodio (LSS; 0,1% m/v) pelo método de dialise (Figura 17). Resumidamente, os
pro-farmacos (500 pg mL™!) foram dispersos em tampdo fosfato e transferidos para uma
membrana de celulose (14.000 g mol™!). Em seguida, foram submersos em tampio fosfato e
mantidos sob agita¢do constante (75 rpm) a 37 °C por 72 h na auséncia de luz utilizando uma
incubadora Cientec CT-712R (Brasil). Em determinados intervalos de tempos, 3 mL do meio
de liberagao foram coletados e substituidos imediatamente por igual volume de tampao recém
preparado. A quantidade de CUR liberada foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia
(Aex = 425 nm € Aem = 540 nm) utilizando curva de calibragao em PBS pH 5,0 ou 7,4 contendo
LSS 0,1% (m/v) (APENDICE B). A quantidade de PTX foi determinada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (Aabs = 229 nm) utilizando curva de calibracdo em metanol:agua
(65:35) (APENDICE B). A quantidade de R848 foi determinada por espectroscopia UV-visivel
(Aabs = 321 nm) utilizando curva de calibragdo em PBS pH 5,0 ou 7,4 contendo LSS 0,1% (m/v)
(APENDICE C). O valor obtido foi convertido em porcentagem de farmaco liberado de acordo

com a equacao 4.

M
Porcentagem de farmaco liberado = Vt x 100% 4)
0

onde, M; ¢ a quantidade de farmaco liberado no tempo t € My € a quantidade inicial de firmaco

no proé-farmaco.
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Figura 17 — Representacdo esquematica dos ensaios de liberacdo in vitro dos farmacos das
nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848
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Fonte: elaborada pela autora.

3.8.1 Mecanismo de liberagdo dos farmacos

Os modelos de cinética de liberagdo podem ser utilizados para ilustrar a liberagao
de farmacos a partir de nanocarreadores, como os mecanismos cinéticos regulados pela difusao
do farmaco através de uma matriz transportadora e pela perda da ligacao farmaco-matriz (Son;
Lee; Cho, 2017).

O mecanismo de liberagao dos farmacos das nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-
CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foi estudado utilizando o modelo cinético de Zeng, An e Wu
(2011). Esse modelo ¢ utilizado para analisar a liberacdo de farmacos covalentemente ligados
a matriz a partir da quebra da ligacdo farmaco-matriz através de estimulos externos como o pH.
Esse modelo descreve sistemas de liberagdo onde dois mecanismos (difusdo rapida e
associacao/dissociacdo lenta) sdo observados em funcdo do tempo. O modelo assume uma

exponencial de segunda ordem de acordo com a equagao 5.

kOTl

Me o _Jorr (4 _gmrayy Fon
kon + koff

= 1 — e korrt 5
MO kan + koff ( ) ( )

onde ks corresponde a taxa de difusdo, kon a taxa de associagdo do farmaco e kofr a taxa de

dissociagao do farmaco.



52

A diferenca de energia livre (AG) entre os estados do farmaco livre e ligado
(equagdo 6) pode ser usada para determinar a quantidade de farmaco inicialmente livre e ligado

a matriz. O valor de AG foi obtido a partir da equagao 6.

k
AG = —KBTln< "”) (6)
Kogs

onde Kp (1,380649 x 1072 m?kg s 2K!) ¢ a constante de Boltzmann e T é a temperatura
absoluta (310 K).

Neste estudo, todos os parametros (AG, ks, kon € kofr) foram utilizados para descrever
o mecanismo de liberagdo cumulativa do farmaco. Os valores de ks, kon € kofr foram obtidos

aplicando a equagdo 5 nas curvas de liberacao dos farmacos utilizando o programa Origin 8.5.

3.9 Ensaios celulares in vitro

3.9.1 Cultivo celular

As linhagens celulares CT-26 (carcinoma colorretal murino) e RAW 264.7
(macrofagos murinos) foram obtidas da American Type Culture Collection. O meio de cultura
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com antibidticos (estreptomicina/
penicilina ou anfotericina) e 10% de soro fetal bovino (SFB) foi utilizado para o cultivo, e as
células foram mantidas em incubadora umidificada a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,. As
células foram repicadas 3 vezes por semana, removendo-se as células aderentes com
tripsina/EDTA em PBS para as células CT-26 e desalojando-as do substrato do frasco com um
raspador de células para as células RAW 264.7 (Aratjo Junior et al., 2023). Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Investigacdo do Cancer e Inflamacao (LAICI) da Universidade

Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

3.9.2 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade e a taxa de prolifera¢ao das linhagens celulares foram determinadas
através de um ensaio colorimétrico baseado na redugdo do sal de tretazolio MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) em cristais de formazan ((E,Z-1-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan) por células metabolicamente viaveis. As células CT-26
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e RAW 264.7 foram dispostas em placas de 96 pocos com densidade de 5 x 10* células/poco.
Apo6s 24 h em condicdes de cultura, foi realizado a aplicagdo das amostras em concentragdes
de 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 ng mL!. Alguns pogos também foram utilizados para controle positivo
(DMSO a 25% v/v) e negativo (DMEM) do experimento. Apds o processo de tratamento (24,
48 e 72 h), adicionou-se a solu¢do de MTT (1 mg mL™') e incubou-se por 4 h. A absorbancia
(Aabs = 570 nm) foi obtida em leitor de microplacas (Epoch - BioTek Instruments, EUA), com
o uso do software Gen5 Data Analysis versao 2.0 (BioTek Instruments, EUA) (Figura 18)
(Carvalho et al., 2023; Rokhgireh et al., 2025). Os ensaios foram realizados no Laboratério de
Investigacao do Cancer e Inflamagao (LAICI) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN).

Figura 18 — Representacdo esquematica dos ensaios de viabilidade celular
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Fonte: elaborada pela autora.
3.9.3 Ensaios de captagdo celular (Uptake)

A captacdo e internalizacdo da GCCM e das nanoparticulas (GCCM-CUR, GCCM-
CUR/PTX) pelas linhagens celulares CT-26 e da GCCM e da nanoparticula (GCCM-
CUR/R848) pelas células RAW 264.7 foi obtida através do ensaio de Uptake celular (Souza et
al., 2025). As células foram plaqueadas a uma densidade de 2 x 10* células/pogo sob laminulas
de vidro (12 mm), em placas de 12 pogos. Apos 24 h de adesdo, foi realizado o tratamento com
DMEM (controle) e as nanoparticulas na dose de 1 ug mL™!, previamente marcadas com 10%
de PI (iodeto de propidio), por 4, 24, 48 ¢ 72 h a 37 °C em estufa umida. Apos cada tempo, as
células foram marcadas com o marcador de membrana DiO (Vybrant DiO cell-labeling solution

- Thermo Fischer) e com o marcador nuclear DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole - ABCAM).
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Para a visualizacdo das nanoparticulas (vermelho), membrana celular (verde) e nicleo (azul),
foi utilizado o microscopio de fluorescéncia Axio Observer.Z1 Zeiss (Alemanha) equipado com
camera digital AxioCam MRc (Carl Zeiss) (Figura 19). As imagens foram adquiridas,
analisadas e armazenadas utilizando o software Zeiss ZEN lite blue edition (Carl Zeiss). Os
ensaios foram realizados no Laboratorio de Investigacdo do Cancer e Inflamagao (LAICI) da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN)).

Figura 19 — Representagdo esquematica dos ensaios de captacdo celular das nanoparticulas
GCCM-CUR/PTX pelas células CT-26 e das GCCM-CUR/R848 pelas células RAW 264.7
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Fonte: elaborada pela autora.

3.9.4 Anadlises estatisticas

Os experimentos com células in vitro foram realizados em triplicata. O teste de
Tukey e a andlise de variancia (ANOVA) foram utilizados para calcular as diferengas
significativas entre os grupos. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo (p < 0,05; p <0,01; p <0,001 e p <0,0001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacao da GC e GCCM

Os dados de rendimento e teor de grupos acido da GC e GCCM estao reportados na
Tabela 2. Observa-se um baixo rendimento reacional na sintese do derivado carboximetilado, o
que pode estar relacionado a reatividade da modificacdo quimica, levando a degradacao da
cadeia do polissacarideo por hidrolise basica durante a reagdo (Guan et al., 2025). Baixo valor
de rendimento apds modificagdo quimica por reagdo de carboximetilacdo foi obtido para
polissacarideos extraidos do limao Citrus limon L. (22,3%) (Wu et al., 2025b), de orquidea
terrestre Gastrodia elata (36,3%) (Guan et al., 2025) e do cogumelo Calocybe indica (39,1%)
(Nataraj et al., 2022).

Apesar do baixo rendimento reacional obtido, a reagdo se mostrou eficiente para
introduzir grupos acido na estrutura da GC, visto que o teor desses grupos no derivado GCCM
(44%) foi de aproximadamente 9 vezes maior que o teor de grupos acido da GC (5%) (Tabela

2).

Tabela 2 — Valores de rendimento de isolamento e da reacdo de carboximetilacdo (Rend), teor
de grupos acido, massa molar de pico (Mjk), massa molar ponderal média (M), massa molar
numérica média (M,) e dispersdo (P) para a GC e GCCM

Teor de
Amostras Rend grupos Mpi/10* Mw/10* M./10° P
(%) acido (gmol™) (gmoll) (gmoll) (Mw/Mn)
(%)
GC 74,0 £ 8 5,0+0,2 2,2 2,1 472 5,0
GCCM 130£1 440+1,0 1.4 11 32 3,4

Fonte: dados da pesquisa.

4.1.1 Cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC)

A SEC ¢ frequentemente usada para determinar a massa molar com base na retengao
das moléculas em fases estaciondrias porosas. A determinagdo da massa molar média ¢
realizada através de um processo de calibragdo, em que uma série de polimeros padrdo com
massa molar conhecida sdo eluidos e uma curva de calibragcdo ¢ obtida pelo seu volume ou
tempo de retengdo. As propriedades de retencao da amostra desconhecida sdo entdo comparadas
com os dados de calibragdo para determinar a massa molar média da molécula investigada

(Sepseya; Bacskay; Felinger, 2014).
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A massa molar de pico (M), massa molar ponderal média (M), massa molar
numérica média (My) e dispersio (D) da GC e GCCM foram estimadas por SEC e estio
apresentadas na Figura 20 e Tabela 2.

Nos cromatogramas, observa-se um deslocamento do volume de eluicdo da GCCM
para a direita em relacio a GC, indicando uma redu¢do na massa molar do derivado
carboximetilado, bem como observado nos valores de Mpk, My € My (Tabela 2). Essa redugdo
esta relacionada a base NaOH em alta concentragdo (10 mol L™') utilizado na reagdo de
carboximetilagdo, que pode ocasionar a quebra da ligagdo glicosidica entre os monossacarideos

por hidroélise basica (Silva et al., 2004).

Figura 20 — Cromatogramas de distribuicao de massa molar por SEC para GC e GCCM

— GC
— GCCM

Resposta do detector

6 7 8 9 10

Volume de eluigao (mL)

Fonte: dados da pesquisa.

A despolimerizacdo de polissacarideos em meio alcalino ocorre principalmente via
processo de B-eliminagdo. A reagdo acontece preferencialmente em condig¢des alcalinas e na
presenca de grupos acido carboxilico, aldeido ou éster no carbono-6 da unidade do
polissacarideo. O hidrogénio no carbono-5 tem sua acidez aumentada pela presenga de um
desses grupos, seguido da desprotonagao durante a reacdo em meio alcalino. Uma ligacao dupla

entre o carbono-4 ¢ o carbono-5 da unidade do polissacarideo ¢ formada e a ligagdo entre o
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oxigénio glicosidico e o carbono-4 ¢ clivada (Stone et al., 2008). Tem-se como produtos um

carboidrato 4acido e um carboidrato insaturado (Figura 21).

Figura 21 — Representa¢do dos produtos da B-eliminacdo para um oligossacarideo do acido
galacturdnico

HO
HOOC OH Moo HOOC_ OH /OWOH
HO - HO |- H H + H OH
Omﬂﬁr OH — Omao OH — > O + Hoq: -0
HOOC OH H n HOOC OH n Carboidrato acido [ OH
Oligossacarideo Oligossacarideo desprotonado Carboidrato insaturado

Fonte: Stone et al. (2008, com adaptagdes).

O processo de despolimerizagao da GC durante a reacao de carboximetilagcao pode
ocorrer tanto na cadeia principal da galactose (1—3) quanto nas ramificagdes de
galactose (1—6) (Figura 7C). No entanto, a reagdo de carboximetilacdo com o 4&cido
monocloroacético ocorre via substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sx2), logo a hidroxila do
carbono-2 da galactose 1—3 ndo reage com o acido monocloroacético devido ao impedimento
estérico promovido pelas cadeias laterais presentes na estrutura da GC. Deste modo, infere-se
que o processo de despolimeriza¢do durante a modificagdo quimica ocorre preferencialmente
nas ramificagdes de galactose. Com isto, conclui-se que a reagdo de carboximetilacdo da GC
ocasiona na despolimerizacdo do polissacarideo via B-eliminagdo produzindo o derivado
carboximetilado (GCCM, produto principal) e o carboidrato insaturado como subproduto que
¢ eliminado no processo de didlise (Figura 21).

A dispersdo de uma amostra de polimero ¢ definida como a razdo entre a massa
molar ponderal média (My) e a massa molar numérica média (My) (D = Myw/M,). A dispersio
fornece uma indicagdo da faixa de massa molar do polimero. Quanto mais ampla for a
distribuicdo da massa molar, maior serd a dispersao (Gavrilov; Monteiro, 2015). Polimeros que
apresentam valores de Mw/M,= 1 sdo ditos monodispersos, onde todas as cadeias tém
comprimentos iguais. Ja polimeros que apresentam valores de Mw/M, > 1 sdo considerados
polidispersos e apresentam cadeias de tamanhos variados (Agilent Technologies, 2015).

O menor valor de dispersao (D) (Tabela 2) observado para a GCCM em relagdo a
GC indica a degradagao das cadeias maiores durante a reagcdo de carboximetilagdo, levando o

polissacarideo a apresentar comprimentos de cadeias mais homogéneas.
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4.1.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR)

A 1identificagdo dos grupos funcionais presentes na goma do cajueiro (GC) e na
goma do cajueiro carboximetilada (GCCM), ambas na forma acida, foi analisada por FT-IR e
0s espectros estdo apresentados na Figura 22.

No espectro da GC e GCCM, observam-se as bandas em 3458 e 2926 cm!
atribuidas aos estiramentos vibracionais das ligagdes O-H e C-H, respectivamente. Na GC, a
banda em 1735 cm™! deve-se a vibragdo de estiramento C=0 do grupo carboxila do 4cido
glucurdnico € em 1639 e 1415 cm™! corresponde a vibragdo de estiramento assimétrico e
simétrico dos anions carboxilatos (COO"), respectivamente. As bandas na regido entre 1145 e
1030 cm! estdo relacionadas aos modos de estiramento C-O-C das ligacdes glicosidicas (de
Paula et al., 1998; Silva et al., 2004).

No espectro da GCCM, observa-se o aumento da intensidade da banda em 1735
cm™!, atribuida a carbonila (C=0) de grupos 4cido. Esse aumento substancial na absorbancia
esta relacionado a introdugao de grupos carboxilicos apds a modificagdo quimica com acido

monocloroacético (Silva et al., 2004; Melo et al., 2020).

Figura 22 — Espectros de absor¢do de FT-IR para a GC e GCCM na forma 4cida na faixa de
frequéncia de 4000-400 cm™!
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Fonte: dados da pesquisa.
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4.1.3 Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

Os espectros de RMN 'H para a GC e GCCM estio apresentados na Figura 23.
Observa-se nos espectros na regiao entre ¢ 4,36 ¢ 4,95 ppm os sinais dos protons anoméricos
(H1) das unidades a-D-glucose (6 4,95 ppm), a-L-ramnose (6 4,85 ppm), B-D-galactose (1—3)
(0 4,69 ppm), acido B-D-glucurdnico (o 4,52 ppm) e B-D-galactose (1—6) (6 4,36 ppm). Os
sinais dos demais protons (H2-H6) das unidades monossacaridicas e os protons metilénicos
(CH2) do grupo carboximetil (-CH2COOH) estao localizados na regido em 6 3,40-4,00 ppm. O
sinal em 6 1,26 ppm ¢ atribuido aos protons do grupo metila (CH3) da ramnose e o sinal em 6

2,50 ppm corresponde ao solvente (DMSO-d6) (Maciel ef al., 2019; Ribeiro et al., 2021).

Figura 23 — Espectros de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6, 70 °C) para a GC e GCCM
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Fonte: dados da pesquisa.

4.2 Sintese e caracterizacio dos pro-farmacos

A sintese do pro-farmaco GCCM-CUR via reagdo de esterificacdo foi realizada
utilizando os grupos acido carboxilico (-COOH) da GCCM e o grupo hidroxila (-OH) da CUR,
formando a ligacao éster (-COO-). O paclitaxel (PTX) e o resiquimod (R848), que contém anéis

aromaticos em sua estrutura, foram encapsulados ao pro-farmaco GCCM-CUR por meio de
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interagdes ndo covalentes, como interagdes hidrofobicas e de empilhamento n-nt, com a CUR

via auto-organiza¢do em meio aquoso (Figura 15 e 24) (Li et al., 2025).

Figura 24 — Representacdo esquematica da sintese dos pro-farmacos
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Fonte: dados da pesquisa.

A determinagdo da eficiéncia de fArmaco carreado (EFC) e a carga de farmaco (CF)
da CUR e R848 nos pro-farmacos GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foi
feita por espectroscopia UV-vis, e para o PTX, por CLAE. Os valores estao listados na Tabela

3.

Tabela 3 — Dados de rendimento reacional (Rend), eficiéncia de fArmaco carreado (EFC) e carga
de farmaco (CF) para os prés-fArmacos

o Rend EFC (%) CF (%)
Pro-farmacos Y
(%) CUR PTX R848 CUR PTX RS848
GCCM-CUR 46+2  46+14 - - 742 ] -
GCCM-CUR/PTX  77+3 _ 4341 - 341 741 -
GCCM-CUR/R848  60+3 ] . 5541 2=+1 . 941

Fonte: dados da pesquisa.

A CF de CUR no pro-farmaco GCCM-CUR (7%) foi maior do que os obtidos para
os conjugados goma arabica-CUR (1,3%) (Sarika ef al. 2015a), alginato-CUR (3,0%) (Sarika
et al. 2016) e pululana-CUR (3,5%) (Sarika et al. 2015b), pela reacdo de acoplamento
DCC/DMAP. Os valores de EFC do presente trabalho foram superiores ao obtido para o pro-
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farmaco hidroxietilamido-CUR (EFC para CUR de 13,28%) pela reacdo de acoplamento
EDC/DMAP (Chen et al., 2020b). Phan et al. (2018) utilizaram o polissacarideo fucoidan
funcionalizado com larginina e acido levulinico para conjugar PTX/CUR via ligagao éster
utilizando a reagdo de acoplamento DCC/DMAP. Os valores de EFC para CUR variaram de
0,59 a 1,12%, enquanto para o PTX entre 0,25 e 0,59%, bastante inferiores ao obtido neste
trabalho. Valores elevados de EFC (76,5%) e CF (31,4%) para a CUR foram obtidos por Sauraj
et al. (2020) para xilana-CUR pela reacdo de acoplamento DCC/DMAP, no qual a massa de
curcumina utilizada foi 432 vezes maior que do presente trabalho.

O encapsulamento de PTX por interagdao hidrofébica em micelas de pro-farmaco
conjugado de plurdnico F127-quitosana-DOX (Ma et al., 2016) e em micelas de capsaicina
conjugada com polietilenoglicol (Lan et al., 2019) apresentaram valores de CF de 3,94% e
5,53%, respectivamente, valor inferior ao obtido neste trabalho para o PTX encapsulado na
nanoparticula GCCM-CUR/PTX (7%).

Em relagdo ao encapsulamento do R848, o pro-farmaco GCCM-CUR foi
aproximadamente 3 e 7 vezes mais eficiente no encapsulamento do que os sistemas de
nanoparticulas de PLGA (poli(acido D,L-lactico-co-glicolico)) (3,11%) (Yuan et al., 2024) e
nanoparticulas de acido polilatico (1,2%) (Thauvin et al., 2019), respectivamente. Valor similar
de CF (9,4%) foi obtido para nanoparticulas de copolimero de glicol quitosana-polianilina
(Chen et al., 2020a). Considerando os valores de EFC e CF obtidos neste trabalho em relacao
aos reportados na literatura, pode-se inferir que as nanoparticulas poliméricas deste trabalho

foram mais eficientes como carreadores de CUR, PTX ¢ R848.

4.2.1 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR)

A identificacdo dos grupos funcionais presentes nos farmacos (CUR, PTX e R848)
e nos pro-farmacos GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foram analisadas
por FT-IR e os espectros estdo apresentados na Figura 25.

No espectro da curcumina (CUR) (Figura 25A), observam-se as bandas
caracteristicas em 3510 cm ™! (estiramento O-H fendlico), 2972 cm™! (estiramento assimétrico
CH da CH3), 2942 cm™! (estiramento CH da OCH3), 1627 cm™! (estiramentos C=C e C=0),
1601 cm™! (estiramento C=C do anel aromatico), 1509 cm! (estiramento C=0), 1428 cm™!
(flexdo C-H), 1280 cm™! (estiramento enol C-0O), 1027 cm™! (estiramento C-O-C), 961 cm™!
(vibragdo trans CH do anel aromaético), 812 cm™! (estiramento do anel fenil C-OCH3) e 714

cm! (vibragdo cis CH do anel aromatico) (Santos et al., 2021; Zhao et al., 2023).
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No espectro do paclitaxel (PTX) (Figura 25A), observam-se os picos caracteristicos
em 3509-3310 cm ! (estiramento O-H e N-H), 3064 cm! (estiramento C=C-H aromético),
2968-2890 cm'! (estiramento simétrico e assimétrico CHa), 1734-1713 cm™! (estiramento C=0O
do grupo éster), 1646 cm'! (estiramento C-C/flexdo N-H), 1370 cm ! (flexdo CH3), 1244 cm'!
(estiramento C-N), 1072 cm! (estiramento C-O) e 709 cm'! (flexdo C=C-H) (Wang et al., 2017;
Sakhi et al., 2022).

No espectro do resiquimod (R848) (Figura 25A), observam-se o0s picos
caracteristicos em 3400-3200 cm! (estiramento O-H e N-H), 2976 ¢m' (estiramento C-H
aromatico), 1661 cm! (estiramento C=N de imina), 1466 cm! (dobramento N-H), 1387 cm'!
(estiramento CH>), 1251 cm™! (estiramento CH3) e 919 cm! (estiramento C-O-C) (Jadhav et al.,
2024).

Nos espectros dos pro-farmacos (Figura 25B), observam-se picos caracteristicos da
curcumina em 1592 cm™! (estiramento C=C do anel aromatico), 1513 cm™! (estiramento C=0)
e 1282 cm™! (estiramento enol C-O) e do polissacarideo. Além disso, observou-se uma mudanga
no perfil da banda C=0 (1741 cm™!) dos grupos 4cido da GCCM, o que pode indicar que esses
grupos foram consumidos durante a reacao de esterificagdo com os grupos hidroxila (OH) da
CUR. Este resultado sugere a existéncia de uma ligagdo covalente entre a GCCM e a CUR. Os
picos caracteristicos do PTX e R848 nio foram observados e podem ter sido sobrepostos pelas
bandas do polissacarideo e da CUR, como também devido ao baixo valor de carga de farmaco

nos pro-farmacos em relagdo ao polissacarideo.
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Figura 25 — Espectros de absor¢ao de FT-IR para os farmacos (CUR, PTX e R848) (A) e para
a GCCM e os pro-farmacos (GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848) (B) na
faixa de frequéncia de 4000-400 cm ™!
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Fonte: dados da pesquisa.
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4.2.2 Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

Na Figura 26 e 27 encontram-se os espectros de RMN 'H para os farmacos (CUR,
PTX e R848) e os pro-farmacos GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848,
respectivamente.

Nos espectros dos farmacos (Figura 26), observam-se os sinais relativos aos protons
presentes em cada molécula. No espectro da CUR, na regido entre 6 6,00 e 7,60 ppm observam-
se os sinais relativos aos protons vinilicos e em 6 3,84 ppm ao proéton singleto dos grupos metoxi
(-OCH3) (Sarika et al., 2015). No espectro do PTX, entre 6 1,00-1,80 ppm e & 7,00-8,00 ppm
observam-se os sinais relativos aos protons dos grupos metila e dos aromaticos,
respectivamente. Os grupos acetoxi sao observados em 9 2,11 e 2,23 ppm e os demais protons
da estrutura do farmaco sao observados na regiao entre 6 3,60 ¢ 6,30 ppm (Kanwal et al., 2021).
No espectro do R848, sdo observados os protons dos grupos metila em 6 1,13 e 1,14 ppm, os
protons alifaticos entre 6 3,30 e 5,00 ppm e os prétons aromaticos entre & 7,20 e 8,30 ppm (Chen

etal.,2023; Xu et al., 2026).

Figura 26 — Espectros de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) para os farmacos (CUR, PTX e R848)
a 25 °C (A) e estrutura quimica dos fArmacos com os protons sinalizados (B)
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Fonte: dados da pesquisa.

Figura 27 — Espectros de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) para a GCCM e os pro-farmacos
(GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848) a 70 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

Nos espectros dos pro-farmacos GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-
CUR/R848 (Figura 27), observam-se os picos caracteristicos da GCCM na regido entre o 3,00
e 4,90 ppm e novos sinais entre 8 5,50 e 8,60 ppm atribuidos aos prétons dos farmacos, além
do pico em 6 3,85 ppm atribuido ao préton singleto (-OCHs) da CUR (Sarika et al., 2015) e
entre 0 1,50 e 2,30 ppm caracteristicos do PTX (Kanwal et al., 2021). Os sinais do R848 ndo

foram observados, podendo ter sido sobrepostos pelos sinais da CUR. O aparecimento desses
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novos sinais confirma a eficiéncia da sintese dos pro-farmacos. O sinal em 6 2,50 ppm

corresponde ao solvente (DMSO-d6).

4.2.3 Concentracdo de agregacdo critica (CAC)

A CAC ¢ a concentragdo minima na qual polimeros anfifilicos se auto-organizam,
formando, por exemplo, nanoparticulas. Valores baixos de CAC garantem que as
nanoparticulas permanegam formadas em condi¢des diluidas (Polat; Kutluay; Polat, 2020;
Sauraj et al., 2020).

O comportamento de auto-organizagao em nanoparticula dos pro-farmacos GCCM-
CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foi investigado determinando a CAC usando
pireno como uma sonda fluorescente hidrofobica. O pireno tem baixa solubilidade em é4gua e
apresenta sensibilidade as mudangas de polaridade do meio circundante (Kalyaanasundaram;
Thomas, 1977). Os espectros de excitagdo das nanoparticulas foram registrados e a razdo de
intensidade I338/1334 foi avaliada em fun¢do do logaritmo da concentracdo dos pro-farmacos
(Figura 28).

Um aumento na intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragdao dos
pro-farmacos foi observado e a CAC foi estimada a partir da interseccdo entre as retas
apresentadas nos espectros (Figura 28). A alteragdo na razdo I33s/I334 do pireno em solugdes
aquosas de nanoparticulas reflete a mudanca na micropolaridade, sugerindo a parti¢ao do pireno
entre 0 meio aquoso e hidrofobico (Laskar et al., 2014). Em baixas concentragdes t€m-se um
ambiente polar aquoso. Em altas concentracdes t€ém-se um microambiente menos polar, relativo
aos sitios hidrofébicos (nticleo da nanoparticula) em que as moléculas de pireno sdo
preferencialmente solubilizadas (Emami; Kazemi; Mirian, 2025).

Baixos valores de CAC foram obtidos para as nanoparticulas GCCM-CUR,
GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 (126; 100 e 150 pg mL ™!, respectivamente). O menor
valor de CAC observado para a nanoparticula GCCM-CUR/PTX pode ser atribuido a maior
interacdo hidrofobica e ao de empilhamento n-n entre a CUR e o PTX, ocasionando uma maior
contragdo e proporcionando uma redugdo da concentragdo de pro-farmaco necessaria para a

formagdo da nanoparticula.
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Figura 28 — Variacdo da razdo I33s/I334 do pireno em fun¢@o do logaritmo da concentracdo (25
a 400 pg mL™") dos pro-farmacos GCCM-CUR (A), GCCM-CUR/PTX (B) e GCCM-
CUR/R848 (C)a 25°C
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Fonte: dados da pesquisa.

Os valores de CAC presentes neste trabalho sdo resultados positivos e foram
inferiores aos obtidos para nanoparticulas de conjugados de acido hialurénico-CUR (700 pg
mL™") (Tian et al., 2018), nanoparticulas de pré-farmacos alginato-CUR (654 pg mL™')
(Lachowicz et al., 2019) e nanoparticulas de poli(D,L-lactideo-co-glicolideo)-dextrana-CUR
(1240 ug mL™") (Barros et al., 2021) e semelhante ao das nanoparticulas de conjugados de acido
hialurénico-PTX (117 pg mL™") (Su et al., 2018), também formados via ligacio éster.
Entretanto, valor menor foi observado para nanoparticulas de conjugado alginato
carboximetilado-R848 (0,015 pg mL™!) (Chen et al., 2023), podendo estar relacionado as
condigdes de sintese diferentes do presente trabalho. Baixos valores de CAC sdo preferiveis
para evitar a dissociagdo da nanoparticula quando estas sao diluidas na circulacdo sanguinea

apos injec¢ao intravenosa (Emami; Kazemi; Mirian, 2025).
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4.2.4 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

O tamanho da particula desempenha um papel vital no acimulo de nanoparticulas
nas células cancerosas. Visando a aplicacdo intravenosa, nanoparticulas com tamanhos na faixa
de 30 a 300 nm sdo preferidas, devido permanecerem na corrente sanguinea por mais tempo e
atingirem o tecido tumoral com mais eficécia (Ferrari et al., 2018; Oztiirk; Kaplan; Calis, 2024).
Esse comportamento esta relacionado ao efeito de permeabilidade e retencdo (EPR)
aprimorada, em que o microambiente tumoral apresenta lacunas maiores no endotélio vascular
em comparagao com 0s vasos sanguineos normais (Huang et al., 2021; Zheng et al., 2022). Em
relacdo aos tamanhos superiores a 300 nm, problemas como trombose e rapida eliminagdo pelo
figado e bago podem ocorrer. Além disso, particulas inferiores a 10 nm podem ser eliminadas
pelos rins, devendo entdo ser evitadas (Ferrari ef al., 2018).

Os tamanhos de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta das
nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foram determinados por
DLS e estao listados na Tabela 4. A distribuigdo de tamanho ¢ mostrada na Figura 29. Pode-se
observar que as nanoparticulas de pré-farmaco apresentam distribui¢cdes de tamanho unimodais.
O diametro hidrodindmico das nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX ¢ GCCM-
CUR/R848 foi em torno de 190 nm, e a distribuicdo foi uniforme com um valor de IPD < 0,40
(Tabela 4). Deste modo, as nanoparticulas deste trabalho possuem tamanho adequado para
promover o acumulo seletivo em tecidos cancerigenos pelo EPR, bem como para aplicacao
intravenosa (Bernabeu et al., 2017).

O tamanho de particula obtido neste trabalho para a nanoparticula GCCM-CUR foi
menor do que o obtido por Sarika et al. (2015b) para a nanoparticula de pululana-CUR (363 +
10 nm) e por Dey e Sreenivasan (2014) para a nanoparticula de alginato-curcumina (459 + 0,32
nm) pela reacdo de acoplamento DCC/DMAP. Nanoparticulas para coadministracdo de
farmacos com tamanhos de particula inferiores a 200 nm foram obtidas para nanoparticulas de
poli(etilenoglicol)-poli(acido lactico-co-acido glicolico)/CUR/PTX (85,8 + 0,21 nm) (Lin et al.,
2023) e para nanoparticulas HA-DOX/poli(L-histidina)/R848 (192,9 nm) (Liu et al., 2018).

O potencial zeta das nanoparticulas foi negativo (Tabela 4), e a superficie carregada
negativamente nas nanoparticulas pode ser parcialmente responsavel por sua estabilidade, pois
pode impedir a agregacao por repulsdo eletrostatica (Chen et al., 2020b). Além disso, observou-
se uma redug¢do no potencial zeta dos pro-farmacos em relagao a GCCM, podendo ser indicativo

do consumo dos grupos acido da GCCM durante a reacao de esterificagao.
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Figura 29 — Distribui¢do de tamanho das nanoparticulas de pro-farmacos GCCM-CUR (A),
GCCM-CUR/PTX (B) e GCCM-CUR/R848 (C) em agua obtidas por DLS
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 4 — Dados de tamanho de particula por DLS e AFM, indice de polidispersao (IPD) e
potencial zeta (P{) para a GCCM e as nanoparticulas de pro-farmacos (GCCM-CUR, GCCM-
CUR/PTX e GCCM-CUR/R848) e concentracao de agregacao critica (CAC) para os pro-
farmacos. D.P. (desvio padrao)

Tamanho + D.P. P CAC AFM
Amostras (nm) IPD £ D.P. (m\%) (ugmL-)  (nm)
GCCM 235+23 0,52+0,05 -37+19 - -
GCCM-CUR 190 £ 0,3 0,09+0,03 -18+0,1 125 ~30
GCCM-CUR/PTX 181 +3,8 0,34+0,01 -18+04 100 ~106
GCCM-CUR/R848 185+3,3 0,40+0,02 -17+24 150 ~105

Fonte: dados da pesquisa.

4.2.5 Microscopia de forca atomica (AFM)

A AFM ¢ uma andlise microscopica utilizada para caracterizagdo de sistemas
nanoparticulados. Através desta técnica foi possivel analisar a morfologia das nanoparticulas

GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848. As imagens de AFM das
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nanoparticulas apresentaram morfologia esférica e tamanho médio de particula cerca de 30, 106
e 105 nm, respectivamente (Figura 30).

O tamanho médio das nanoparticulas observadas por AFM foi menor que o
diametro observado no DLS. Esse fato deve-se as diferencas nas condi¢des de processamento
da andlise, onde a técnica de AFM requer que a amostra seja observada em estado secoc,
enquanto DLS analisa a amostra em estado solvatado, em que ha particulas associadas as
moléculas de solvente. Deste modo, o tamanho detectado por AFM ¢ geralmente menor que o

detectado por DLS (Eaton et al., 2017).

Figura 30 — Imagens de microscopia de forga atomica de altura (em laranja) e de amplitude (em
cinza) das nanoparticulas GCCM-CUR (A), GCCM-CUR/PTX (B) e GCCM-CUR/R848 (C)
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Fonte: dados da pesquisa.
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4.2.6 Estabilidade quimica da curcumina livre e nas nanoparticulas

A rapida degradacao oxidativa e hidrolitica e a instabilidade fisiologica da
curcumina sdo as principais razdes da sua baixa biodisponibilidade (Tian et al., 2018). Diversos
estudos demonstraram que a CUR pode inicialmente ser parcialmente desprotonada e
fragmentada em biciclopentadiona e em outros fragmentos menores como vanilina,
feruloilmetano e acido ferulico (Figura 31). Esses fragmentos menores contribuem de forma
insignificante para a absor¢ao de luz. Portanto, uma diminui¢do na absorbancia pode indicar
uma diminui¢do na concentragdo de CUR pura em solucdo (Nelson et al., 2017; Zheng;

Mcclements, 2020).

Figura 31 — Estrutura quimica dos produtos de degradagao oxidativa e hidrolitica da curcumina
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Fonte: elaborada pela autora.

A estabilidade quimica da curcumina livre e conjugada nas nanoparticulas GCCM-
CUR, GCCM-CUR/PTX ¢ GCCM-CUR/R848 em solu¢ao PBS pH 5,0 e 7,4 foi avaliada por
72 h usando analise UV-vis, conforme ilustrado na Figura 32. Os resultados demonstraram o
efeito protetor das nanoparticulas na degradagdo da CUR. Apods 72 h, a quantidade de CUR
remanescente nas nanoparticulas GCCM-CUR (47%, pH 5,0; 20%, pH 7,4), GCCM-CUR/PTX
(89%, pH 5,0; 44%, pH 7,4) e GCCM-CUR/R848 (67%, pH 5,0; 21%, pH 7,4) em pH 5,0 foi
de 3 a 6 vezes maior do que a da CUR livre (15%, pH 5,0; 13%, pH 7,4). Ja em pH 7,4, foi de
1,5 a 3,4 vezes maior. Em pH 7,4, observou-se que o teor de CUR remanescente foi inferior a
45% nas nanoparticulas. Esse comportamento deve-se ao fato de que, em condi¢des alcalinas,
o grupo hidroxila fenélico ¢ desprotonado, o que leva ao aumento da solubilidade da CUR em
agua e facilita sua eliminacao. J4 em condigdes acidas, o grupo hidroxila permanece protonado,
resultando em baixa solubilidade da CUR em agua (Schneider et al., 2015; Kharat et al., 2017).

Ao comparar as nanoparticulas, observa-se que a protecdo da CUR foi mais
eficiente nas nanoparticulas GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848. Dentre estas, a
nanoparticula GCCM-CUR/PTX demonstrou a maior capacidade de protecao, possivelmente
em razdo do menor valor de CAC obtido, o qual esta relacionado a maior estabilidade da

nanoparticula e a sua menor tendéncia a dissociacdo sob condi¢des diluidas. Esses resultados
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indicam que a estabilidade da CUR (hidrofébica) foi significativamente melhorada apds sua
conjugacdo com a GCCM (hidrofilica), uma vez que os pro-farmacos tendem a se auto-
organizar em nanoparticulas constituidas por um ntcleo hidroféobico (CUR) e um involucro
hidrofilico (GCCM), favorecendo a prote¢do da CUR contra a degradagdo em ambientes acidos

e alcalinos.

Figura 32 — Estabilidade quimica da curcumina livre (A) e conjugada nas nanoparticulas
GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 (B) em PBS pH 5,0 ¢ 7,4 a 37 °C
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4.2.7 Estudo de liberagdo in vitro dos farmacos

A sensibilidade da ligacao éster as mudancgas de pH foi analisada por meio do estudo
de liberagdo in vitro dos fArmacos em condigdes acidas (pH 5,0; simulando o ambiente tumoral)
e fisioldgicas (pH 7,4; simulando o pH sanguineo) (Figura 33).

Observou-se uma rapida liberagdo dos farmacos nas primeiras 10 h de experimento.
Durante o periodo de 24 a 72 h, os farmacos foram liberados lentamente e atingiram um plato
em ambas as solucdes de PBS. Esse fato pode ser atribuido a uma tendéncia ao equilibrio da
pressdo osmotica dentro e fora da membrana de didlise (Lin et al., 2023). A réapida taxa de
liberagdo inicial pode ser atribuida a liberacdo de moléculas do fArmaco proximas a superficie.
Em contraste, o farmaco remanescente dentro da nanoparticula foi liberado lentamente devido
a estrutura hidrofobica (Liu ef al., 2023a).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 33 e Tabela 5, observou-se
que o pH do meio tem uma clara influéncia na quantidade de farmaco liberado, tendo as
nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 apresentado percentual
de liberagao de CUR e R848 em pH 5,0 maiores do que em pH 7,4 ap6s 72 h de experimento.
Em pH 7.4, as nanoparticulas foram projetadas para serem estaveis prevenindo assim qualquer
toxicidade indesejada do fArmaco durante a circulagdo no corpo. No entanto, uma vez que as
nanoparticulas atingem o local do tumor, que normalmente ¢ 4cido devido ao acumulo de
metabolitos acidos, ocorre uma liberacao significativa do farmaco (Liu ef al., 2023a). Este
comportamento de liberagdo controlada com base nas condigdes de pH destaca o potencial das

nanoparticulas poliméricas para administra¢do direcionada de farmacos na terapia do cancer.

Tabela 5 — Percentual de liberacdo da CUR, PTX e R848 das nanoparticulas apos 10 e 72 h de
experimento

Percentual de farmaco liberado (%)

Tempo (h) pH GCCM-CUR GCCM-CUR/PTX GCCM-CUR/R848
CUR CUR PTX CUR R848

5,0 31,4+ 6,6 11,724 11,619 78+0,6 43,2+3,1

10 7,4 30,3 +4,8 2,7€0,2 11,6+0,5 1,5+0,7 31,6 £2,7

- 5,0 73,5+3,0 264+4,8 347+3,7 198+0,9 61,4+44

7,4 34,8+5,5 43+03 36,8+2,6 5,7+0,8 44,7+0,1

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 33 — Perfil de liberagdo in vitro da CUR das nanoparticulas GCCM-CUR (A) e GCCM-
CUR/PTX (B), do PTX da nanoparticula GCCM-CUR/PTX (C) e da CUR e R848 da
nanoparticula GCCM-CUR/R848 (D) em PBS pH 5,0 e 7,4 contendo 0,1% LSS a 37 °C.
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Em ambiente acido, a ligagdo éster ¢ clivada, enquanto em condigdes neutras pode

ser hidrolisada lentamente, o que favorece a liberacdao sustentada dos farmacos (Gao et al.,
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2025). Isso ocorre porque a catdlise acida pode protonar o oxigénio carbonilico do éster,
tornando o carbono mais suscetivel ao ataque nucleofilico pela agua (Figura 33E). Essa etapa
de protonacao aumenta a eletrofilicidade do carbono carbonilico, facilitando a adigdo de dgua
e a subsequente clivagem da ligacdo éster para formar produtos de acido carboxilico e 4lcool
(Figura 33E) (Klein, 2016).

Perfis de liberagdo semelhantes foram relatados para nanoparticulas de xilana-CUR
sintetizadas via ligacdo éster, na qual 60-65% de CUR foi liberado em pH 5,0 apds 48 h,
enquanto apenas 40-45% do CUR foi liberado em pH 7,4 (Sauraj et al., 2020). E para as
nanoparticulas de hidroxietilamido-CUR sintetizadas via ligacdo éster, que apresentaram um
perfil de liberagdo inferior a 25% de CUR em pH 7,4 ap6s 72 h, enquanto em pH 5,0 mais de
60% de CUR foi liberado ap6s 72 h (Chen et al., 2020b).

O PTX apresentou perfis de liberacao semelhantes em ambos os pHs (Figura 33C
e Tabela 5), com porcentagem de 35 + 4% em pH 5,0 e 37 £ 2% em pH 7,4, ap6s 72 h de
experimento. Essa similaridade em ambos os pHs pode estar relacionada ao fato de o PTX ser
encapsulado na nanoparticula e a liberagao ocorrer por difusao a partir da matriz.

R848 encapsulado em nanoparticulas poliméricas apresentou percentual de
liberagdo em pH 5,0 maior que em pH 7,4. Nanoparticulas de acido hialurénico-DOX/poli(L-
histidina)/R848 sintetizadas via ligacdo hidrazona liberaram mais de 75% de R848 em pH 5,5
apos 72 h, enquanto cerca de 30% de R848 foi liberado em pH 7,4 (Liu et al., 2018). Para
nanoparticulas de acido hialuronico/CDDP/DOX/R848, 96,5% de R848 foi liberado em pH 5,5
apo6s 72 h, sendo esse percentual de liberacao 3,0 vezes maior do que em pH 7,4 (Zhang et al.,
2021).

O mecanismo cinético das liberacdes de CUR, PTX e R848 a partir das
nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foi avaliado utilizando
o modelo de Zeng, An e Wu (2011). Este modelo tem sido utilizado para analisar perfis de
liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas, considerando tanto o processo de difusdo do
farmaco quanto as interagdes fArmaco-matriz. Assim, os parametros cinéticos (ks — constante
de difusdo, kon — constante de associacao, koir — constante de dissociacdo e AG — diferenca de
energia livre de Gibbs entre os estados livre e ligado) podem ser utilizados para explicar o
processo de liberagdo (Zeng; An; Wu, 2011; Ionita ef al., 2022).

Os parametros cinéticos e termodindmicos ks, kon € kotr da liberagdo de CUR, PTX
e R848 das nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foram
determinados ajustando os dados de liberagao a equagado 5, enquanto o AG foi calculado usando

a equagao 6. Os valores obtidos sdao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Pardmetros cinéticos para a liberagdo de CUR, PTX e R848 das nanoparticulas
GCCM-CUR, GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848

Parametros
Nanoparticulas Farmacos pH ks Kon Koft AG R?
(h™) (h™) (h™) 107!y

—4 —4
GCCM-CUR  Ccur >0 0044 225107 6.98x10 484 0986

74 0,117  1,19x107°  5,90x107* -3,00 0,924

CUR 50 0,167 0,012 0,002 -7,68 0,896
GCCM- 74 1,892 0,016 3,59x107%  -16,2 0,777
CUR/PTX 50 0,087 0,016 0,003 27,16 0,967
PTX
74 0,895 0,123 0,006 -12,9 0,989
50 0,2274 0,0209 0,0018 -10,3 0,782
CUR
GCCM- 7,4 12,948 0,2062 7,89x107* 23,8 0,306
CUR/R848
R84S 50 0,2011 0,0033 0,0034 0,13 0,960
7,4 0,2090 0,0038 0,0021 2,52 0,998

ks € a constante da taxa de difusdo, kon € a constante da taxa de associagdo do farmaco, ko € a constante da taxa de

dissociagdo do farmaco, AG ¢ a energia livre de Gibbs e R? é o coeficiente de determinaciio. Kg = 1,380649 x 10723
2 ko s 2 K1

m° kg s

Fonte: dados da pesquisa.

O mecanismo de liberacdo da CUR das nanoparticulas GCCM-CUR, GCCM-
CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 em ambos os valores de pH ¢ caracterizado por uma liberacao
inicial rapida de moléculas livres do farmaco por difusdo, seguida por uma liberagao mais lenta
do farmaco ligado pelo processo de dissociagdo. Isso € corroborado pelos valores observados
de ks >> kon € ks >> kot (equag@o 5), conforme mostrado na Tabela 6. Embora o PTX ¢ o R848
nao estejam ligados a matriz (polissacarideo), eles interagem fortemente com a CUR por meio
de interagdes hidrofobicas e de empilhamento n-n. A liberagdo do R848 segue um padrao
semelhante ao da CUR. J4 a liberacdo do PTX segue um padrdo distinto ao da CUR e ¢
controlada principalmente por difusdo em ambas as condi¢des de pH.

Para a liberagao da CUR da nanoparticula GCCM-CUR/PTX ¢ GCCM-CUR/R848
em pH 7,4, a condigdo kon >> kotr (Tabela 6) indica uma forte interacao entre a CUR e a matriz
da nanoparticula. Nesse caso, a liberagdo do farmaco ¢ controlada principalmente pela difusdo
do farmaco nao ligado, visto que a dissociagdo ¢ menos favoravel. Além disso, os valores de
AG fornecem informacgodes sobre a influéncia do pH nas interagdes farmaco-matriz. Os valores
mais baixos de AG em pH 7,4, em comparagdo com pH 5,0, indicam uma interagdo

termodinamica mais forte com o farmaco e uma liberagdo mais lenta em condi¢des neutras. Por
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outro lado, os valores mais altos de AG em pH 5,0 refletem interacdes mais fracas, levando a
uma maior tendéncia a liberacdo do farmaco. Essa tendéncia é consistente com a estabilizagao
das interagdes farmaco-matriz em pH neutro e com a potencial hidrélise das ligacdes éster entre
a GCCM ¢ a CUR em condi¢des acidas, facilitando a liberagao do farmaco.

O mesmo modelo cinético foi utilizado para avaliar o efeito do pH na liberagdo de
amiodarona de nanocépsulas lipidicas (Zeng; An; Wu, 2011). Os autores demonstraram que o
valor de AG aumentou de -9,3 x 102! J em pH 7,4 para 4,5 x 107! ] em pH 2,0, confirmando
uma diminui¢do da interagdo farmaco/nanocapsulas em valores de pH baixos, com aumento da
liberagdo do farmaco.

Ribeiro et al. (2024) investigaram a liberacio de DOX a partir de um
nanoconjugado formado via ligacdo imina (reagdo de base de Schiff) entre a goma do cajueiro
e a DOX. Os autores demonstraram que, a medida que o pH diminuiu para 5,0, o valor de AG
aumentou para 1,15 x 107! J em comparagio com o valor em pH 7,4 (-4,09 x 102! J), devido
ao enfraquecimento da ligagdo imina (base de Schiff) em valores de pH mais baixos.

Para melhor elucidar o mecanismo de liberagdo da CUR em pH 5,0 ¢ 7,4 das
nanoparticulas GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 utilizou-se os modelos cinéticos de
Higuchi, Hixon-Crowell ¢ Korsmeyer-Peppas.

O modelo de Higuchi (equagdo 7) descreve a liberacdo do farmaco como um
processo de difusdo baseado na lei de Fick, estando dependente da raiz quadrada do tempo

(Higuchi, 1963).
fe = kyt*/? (7

onde, ky € a constante de velocidade de dissolugdo de Higuchi e f; € a fracao de fArmaco liberada
em um tempo t.

O modelo de Hixson-Crowell (equag¢do 8) considera a diminui¢do da darea
superficial de uma particula esférica em fun¢ao do tempo, reconhecendo que a area de uma

particula € proporcional a raiz ciibica do seu volume (Hixson; Crowell, 1931).

VV01/3 _ Vth/B = kgt (8)



78

onde, Wy ¢ a quantidade inicial de fArmaco existente na forma farmacéutica, W ¢ a quantidade
restante de fArmaco existente na forma farmacéutica ao tempo t e ks € a constante de velocidade
que incorpora a relagdo superficie/volume.

O modelo de Korsmeyer-Peppas (equagdo 9) pode ser utilizado para analisar a
liberagdo de formas farmacéuticas baseada em matrizes poliméricas, quando o mecanismo de
liberacao nao ¢ bem conhecido ou quando possa estar envolvido mais do que um tipo de
mecanismo de liberagcdo. O valor n caracteriza diferentes mecanismos de liberacdo, onde n =
0,45 a difusdo ¢ Fickiana; 0,45 < n < 0,89 tem-se a difusdo andmala ou ndo Fickiana (difusao
+ erosdo) e com n > 0,89, transporte caso-II (relaxamento da matriz ou erosdo da cadeia

polimérica) (Korsmeyer ef al., 1983).

M, n
Mt ©)

o)

onde, a ¢ uma constante; n € o expoente de liberacdo e M; /M a fracdo do farmaco liberado.

Os modelos que melhor descrevem a liberagdo da CUR das nanoparticulas GCCM-
CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 foram os modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas (em pH
5,0) e o modelo de Higuchi (em pH 7,4), que foram selecionados a partir do maior valor do
coeficiente de determinacdo (R?) (Tabela 7).

Os modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas indicam que a liberagao da CUR
ocorre por difusdo Fickiana (n = 0,44, GCCM-CUR/R848) e nao Fickiana (n = 0,48, GCCM-
CUR/PTX). Em pH 5,0, ocorre a liberagao da CUR tanto via difusdo como a partir da hidrolise
parcial da ligacdo éster entre a matriz e a CUR. Ja em pH 7.4, devido a relativa estabilidade da
ligacdo éster nesse meio, ndo ocorre a desagregacdo da particula, sendo a CUR liberada por

difusdo e tendo assim, apresentado um baixo teor de liberagao (Figura 33D).

Tabela 7 — Valores dos coeficientes de determinagdo (R?) obtidos a partir de equagdes dos
modelos cinéticos para liberagdo da CUR das nanoparticulas GCCM-CUR/PTX e GCCM-
CUR/R848

Nanoparticulas
Modelos cinéticos GCCM-CUR/PTX GCCM-CUR/R848
pH 5,0 pH 7.4 pH 5,0 pH 7.4
Higuchi 0,976 0,863 0,976 0,846
Hixson-Crowell 0,743 0,723 0,775 0,766
Korsmeyer-Peppas 0,971 0,836 0,978 0,015

Fonte: dados da pesquisa.
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Essas descobertas ressaltam o comportamento de liberagdo de farmacos dependente
do pH das nanoparticulas baseadas em GCCM e destacam seu potencial para aplicacdes de
administracao controlada de farmacos adaptadas a ambientes fisiologicos especificos (Figura

34).

Figura 34 — Representagdo do comportamento das nanoparticulas de pro-farmacos em PBS pH
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Fonte: elaborada pela autora.

4.3 Ensaios celulares in vitro com as nanoparticulas GCCM-CUR e GCCM-CUR/PTX

A nanoparticula GCCM-CUR/PTX apresenta em sua composi¢ao dois
quimioterapicos, a CUR e o PTX. Com isto, o foco do ensaio de viabilidade celular foi avaliar
a citotoxicidade e o efeito sinérgico desses fArmacos frente as células cancerosas CT-26 e a

captacdo das nanoparticulas por essas células.
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4.3.1 Ensaios de viabilidade celular

O ensaio MTT foi utilizado para investigar a citotoxicidade da matriz sem farmaco
(GCCM), dos farmacos isoladamente (CUR e PTX) e das nanoparticulas (GCCM-CUR e
GCCM-CUR/PTX) incubadas com linhagens celulares cancerosa (CT-26, carcinoma colorretal
murino) e ndo-cancerosa (RAW 264.7, macrofagos murinos) por 24 e 48 h de tratamento em

diferentes concentragdes (0,5; 1; 2,5; 5 e 10 pg mL™") das amostras (Figura 35).

Figura 35 — Efeito dos tratamentos na proliferacao celular das linhagens CT-26 e RAW 264.7
em diferentes concentragdes das amostras e nos tempos de 24 h (A) e 48 h (B). O asterisco (*)

representa um valor significativamente diferente do controle negativo (DMEM) (*p < 0,05, **p
< 0,01, ***p < 0,001 ou ****p <0,0001)
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Fonte: dados da pesquisa.

A matriz sem farmaco (GCCM) nao apresentou significAncia estatistica na
proliferacdo celular em nenhuma das concentragdes testadas, indicando seu potencial como
material ndo citotdxico e carreador adequado para administracdo de farmacos.

Em comparacdo ao controle negativo (DMEM), os farmacos isolados e as
nanoparticulas reduziram a proliferagdo de células CT-26 em diferentes concentragdes das

amostras. Além disso, em concentracdes de 0,5-10 pg mL ™' nos tempos de 24 e 48 h, a
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viabilidade das células cancerosa CT-26 tratadas com a nanoparticula GCCM-CUR/PTX foi
significativamente menor do que a das células tratadas apenas com os farmacos ¢ com a
nanoparticula GCCM-CUR (Figura 35).

As nanoparticulas GCCM-CUR e GCCM-CUR/PTX ndo apresentaram
significancia estatistica e foram menos nocivas as células RAW 264.7 apos tratamento em
diferentes concentragdes e tempos, em comparagdo a célula cancerosa CT-26, demonstrando
que as nanoparticulas ndo manifestaram citotoxicidade em células ndo-cancerosas. A reduzida
citotoxicidade das nanoparticulas em células RAW 264.7 pode ser atribuida a baixa expressao
de CD44 (proteina de superficie celular) em células ndo cancerosas, que reduz a captacao
celular das nanoparticulas, e a baixa atividade da enzima esterase, que dificulta a libera¢dao do
farmaco no citoplasma (Su et al., 2018).

Esses resultados mostraram que as nanoparticulas, especialmente a GCCM-
CUR/PTX, causaram a morte de células cancerosas sem impactar negativamente a
sobrevivéncia de células ndo cancerosas. As nanoparticulas apresentam um comportamento
sensivel ao pH, que permite a liberagao preferencial do farmaco no microambiente tumoral e
didmetro hidrodindmico < 200 nm, sendo internalizadas pelas células principalmente por
endocitose. A curcumina foi conjugada & GCCM por meio de uma ligacdo éster acido-labil.
Como o pH nas células cancerosas (por exemplo, endossomos e lisossomos) ¢ mais acido
(aproximadamente pH 5,0) em comparac¢do com o das células normais (pH 7,4), a ligagdo éster
¢ hidrolisada mais rapidamente nas células cancerosas. Como resultado, o PTX e a CUR podem
ser liberados preferencialmente nas células cancerosas, aumentando a seletividade terapéutica
por meio da liberacdo dos fairmacos induzida pelo pH. Além disso, essas nanoparticulas se

mostram promissoras para uso na quimio/quimioterapia do cancer.

4.3.2 Ensaios de captagdo celular

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para avaliar a captacdao celular da
matriz sem farmaco (GCCM) e das nanoparticulas (GCCM-CUR e GCCM-CUR/PTX) na
linhagem de células cancerosas CT-26 por um periodo de 4, 24 e 48 h (Figura 36).

A Figura 36A mostra a representagdo grafica da intensidade de fluorescéncia do
marcador contido nas nanoparticulas quando as células CT-26 sdo tratadas com 1 ug mL ™! das
amostras por diferentes tempos. A Figura 36B mostra as imagens de fluorescéncia da

internaliza¢do das nanoparticulas pela linhagem de células cancerosas CT-26.
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Na Figura 36, pode-se observar que as nanoparticulas GCCM-CUR e GCCM-
CUR/PTX foram internalizadas pelas células CT-26 em todos os intervalos de tempo. Houve
também um aumento na intensidade de fluorescéncia para a nanoparticula GCCM-CUR,
enquanto para a nanoparticula GCCM-CUR/PTX o indice se manteve relativamente constante
com o aumento do tempo (Figura 36A). A amostra GCCM apresentou apenas um resultado

significativo, em comparagdo com o controle negativo, em 24 h.

Figura 36 — Intensidade de fluorescéncia das nanoparticulas no ensaio de captacdo celular na
linhagem cancerosa CT-26. Comparagao entre o controle negativo (DMEM) e as nanoparticulas
em cada tempo (A). Internaliza¢do das nanoparticulas (vermelhas) nas células CT-26 apos 4,
24 e 48 h de incubagdo (B). Membrana celular (verde) e nucleo (azul). Ampliagdo: 40x. O
asterisco (*) representa um valor significativamente diferente do controle (*p < 0,05, **p <
0,01, ***p < 0,001 ou ****p < 0,0001). NS (ndo significativo)
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Fonte: dados da pesquisa.
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Os dados gerais mostram que as nanoparticulas GCCM-CUR e GCCM-CUR/PTX
(vermelho) apresentaram maior taxa de internalizacdo em 48 h, sendo de ~80% e ~71%,
respectivamente (Figura 36A e B). Deste modo, os dados permitem inferir que as nanoparticulas
podem ser eficientemente internalizadas na membrana celular (verde) e no nucleo (azul) da
linhagem celular CT-26. Esses dados corroboram com os de DLS, uma vez que as
nanoparticulas obtidas apresentaram didmetro hidrodinamico < 200 nm, sendo preferidas para

acumulo seletivo em células cancerosas devido ao efeito EPR.

4.4 Ensaios celulares in vitro com as nanoparticulas GCCM-CUR e GCCM-CUR/R848

A atividade proliferativa observada no topico 4.3.1 para a nanoparticula GCCM-
CUR nas células RAW 264.7 suscitou na ideia de desenvolver uma nanoparticula combinando
curcumina e um imunoterapico (GCCM-CUR/R848). Com isto, o foco do ensaio de viabilidade
celular foi avaliar o efeito proliferativo frente as células imunes RAW 264.7 e a captagdo das

nanoparticulas por essas células.

4.4.1 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular da matriz sem farmaco (GCCM) e das nanoparticulas GCCM-
CUR e GCCM-CUR/R848 em células cancerosas (CT-26, carcinoma colorretal murino) e
células imunes (RAW 264.7, macrofagos murinos) foi avaliada usando o ensaio MTT por 24,
48 ¢ 72 h de tratamento em diferentes concentracdes (0,5; 1; 2,5; 5 e 10 pg mL™!) das amostras
(Figura 37).

A matriz sem farmaco (GCCM) nao apresentou efeitos proliferativos ou citotoxicos
significativos nos tempos avaliados, quando comparada ao grupo controle em células CT-26.
Ja& nas células RAW 264.7, observou-se um efeito proliferativo significativo em 72 h de
tratamento na concentragio 1 pg mL™! (p <0,001).

Para a nanoparticula GCCM-CUR observou-se citotoxicidade significativa nas
células CT-26 nas concentra¢des 1; 2,5 e 10 ug mL ™! (p < 0,005 e p <0,0001, respectivamente)
em24he25;5¢10 ugmL ™ (p<0,01, p<0,0001 e p<0,001, respectivamente) em 48 h. Nas
células RAW 264.7, observou-se um efeito proliferativo significativo nas concentragdes 0,5 e
5ugmL ™ (p<0,01) em 48 h de incubagio.

A nanoparticula GCCM-CUR/R848 mostrou citotoxicidade significativa na
concentragdo 10 ug mL™! em 24 e 48 h de incubacio em células CT-26 ¢ RAW 264.7. Nas
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células RAW 264.7, a nanoparticula GCCM-CUR/R848 em relagdo a nanoparticula GCCM-
CUR promoveu a proliferagdo dessas células especialmente nas concentragdes de 0,5 ¢ 1 pg
mL ™! (p < 0,05 e p < 0,001, respectivamente) em 72 h. O fato de a nanoparticula GCCM-
CUR/R848 nao ter apresentado citotoxicidade contra células CT-26 nas demais concentragdes
deve-se a falta de efeito antitumoral direto do R848, uma vez que ele funciona orquestrando a
imunomodula¢cdo do microambiente tumoral, resultando na mobilizagdo da resposta imune

antitumoral e atuando diretamente apenas nas células imunes RAW 264.7 (Vinod et al., 2020).

Figura 37 — Efeito dos tratamentos na proliferacdo celular das linhagens CT-26 e RAW 264.7
em diferentes concentracdes das amostras e nos tempos de 24 h (A), 48 h (B) e 72 h (C). O

asterisco (*) representa um valor significativamente diferente do controle negativo (DMEM)
(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 ou ****p <0,0001)
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Resultados semelhantes foram obtidos para nanoparticulas de 4cido hialurénico
(HA-DOX e HA-DOX/poli(L-histidina)/R848) em concentragdes de 0,05 a 1 ug mL ™! (Liu et
al., 2018). As nanoparticulas HA-DOX apresentaram citotoxicidade relativamente maior em
células de cancer de mama em relagdo as nanoparticulas contendo R848 em 24 h de
experimento. Além disso, as nanoparticulas contendo R848 apresentaram citotoxicidade
significativamente reduzida em células RAW 264.7, e até promoveram a proliferagdo dessas
células dentro de uma determinada faixa de concentracdo, devido aos efeitos regulatorios do
R848 e a seletividade por células imunes (Liu et al., 2018).

Para melhor elucidar a biodistribuigdo, os efeitos sinérgicos da CUR e do R848 e a

acdo imunoldgica do R848, estudos in vivo em camundongos serdo realizados.

4.4.2 Ensaios de captacdo celular

O ensaio de captagdao celular foi realizado em células imunes (RAW 264.7,
macrofagos murinos), incubando 1 pg mL™! da matriz sem fiarmaco (GCCM) e das
nanoparticulas (GCCM-CUR e GCCM-CUR/R848) marcadas com fluorescéncia por 24, 48 e
72 h. A captacdo foi visualizada por microscopia de fluorescéncia. A representacdo grafica da
intensidade de fluorescéncia e as imagens da internalizagcdo das amostras estao apresentadas na
Figura 38.

A representacao grafica e as imagens de fluorescéncia (Figura 38) mostram que os
niveis de intensidade de fluorescéncia e captacdo celular da nanoparticula GCCM-CUR/R848
foram relativamente maiores do que os da nanoparticula GCCM-CUR em todos os intervalos
de tempo, possivelmente devido a afinidade do R848 pelos macrofagos. Além disso, ambas as
nanoparticulas (vermelho) foram internalizadas principalmente no nucleo (azul) das células
RAW 264.7.

Os resultados de captacdo celular, aliados aos dados de liberagdo e a viabilidade
celular, demonstram o potencial das nanoparticulas GCCM-CUR/R848 como um sistema
seguro e eficaz para a liberagdo seletiva de curcumina e resiquimod no microambiente tumoral.
Além disso, essas nanoparticulas se mostram promissoras para uso na quimio/imunoterapia do

cancer.



Figura 38 — Intensidade de fluorescéncia das nanoparticulas no ensaio de captagdo celular em
células imunes RAW 264.7. Comparagdo entre o controle negativo (DMEM) e as
nanoparticulas em cada tempo (A). Internalizagdo das nanoparticulas (vermelhas) pelas células
RAW 264.7 apos 24, 48 e 72 h de incubagao (B). Nucleo (azul). Ampliacao: 40x. O asterisco
(*) representa um valor significativamente diferente do controle (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001 ou ****p <0,0001). NS (ndo significativo)
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4.5 Analise comparativa entre as nanoparticulas GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848

O pro-farmaco GCCM-CUR sintetizado via reagdo éster com quimica de
cabodiimida foi utilizado para encapsular o quimioterapico paclitaxel (PTX) e o imunoterapico
resiquimod (R848) para potencial aplicagao na terapia combinada contra o cancer (Figura

39A).
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Figura 39 — Dados obtidos para as nanoparticulas GCCM-CUR/PTX e GCCM-CUR/R848 (A)
e efeito EPR e comportamento das nanoparticulas no microambiente tumoral (B)
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Fonte: elaborada pela autora; Liu et al. (2018, com adaptagdes).

Ambas as nanoparticulas apresentaram resultados promissores para potencial
aplicacdo como sistemas de liberacdo na terapia do cancer. Apresentaram tamanhos de
particulas inferiores a 200 nm com caracteristicas ao direcionamento passivo via efeito EPR
ao microambiente tumoral (Figura 39B), ocasionando o acumulo minimo em outros tecidos e
reduzindo os efeitos colaterais; promoveram a protecdo da CUR frente a processos hidroliticos
e oxidativos; e apresentaram perfil de liberacdo controlada e sensivel ao pH do meio com um
percentual de farmaco liberado em pH 5,0 maior do que em pH 7,4, devido a clivagem da

ligacdo éster formada entre a GCCM e a CUR.
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Apesar do baixo teor da CUR (CF = 3%) na nanoparticula GCCM-CUR/PTX, a
sua coadministragao com o PTX (um quimioterapico de primeira linha) se mostrou favoravel
para inviabilizar o crescimento de células cancerosas CT-26, como mostrado no topico 4.3.1
(Figura 35). Além disso, ndo apresentou citotoxicidade contra células ndo cancerosas RAW
264.7. Deste modo, a nanoparticula GCCM-CUR/PTX apresenta potencial no combate as
células do céancer colorretal, através do efeito sinérgico da CUR e do PTX com citotoxicidade
reduzida em células normais.

O teor de CUR (CF = 2%) na nanoparticula GCCM-CUR/R848 também foi baixo,
podendo este ter sido um dos fatores da falta de citotoxicidade nas células cancerosas CT-26
quando coadministrada com o R848, conforme apresentado na Figura 37 (Topico 4.4.1). O
R848 ¢ um farmaco imunoterdpico, ou seja, ele ndo atua diretamente na morte de células
cancerosa, mas na ativacao de células imunes para combater as células cancerosas (Vinod et
al., 2020). Efeito proliferativo foram observados nas células imunes RAW 264.7, destacando
o potencial dessa nanoparticula na imunoterapia contra o cancer. Além de a CUR apresentar
efeitos anticancerigenos, como propriedades antiapoptdticas, oxidantes, inflamatoérias,
proliferativas e angiogénicas, ela possui propriedades que favorecem seu uso como
imunomodulador (Parker et al., 2025). Contudo, para melhor compreensdo dos efeitos
sinérgico da CUR e do R848 e avaliacdo da ativacdo do sistema imunolédgico via sinalizagdo
TLR-7 e TLR-8, ensaios in vivo serdo realizados em camundongos.

De modo geral, o presente trabalho sintetizou nanoparticulas favoraveis para
potencial aplicagdo na terapia combinada contra o cancer com enfoque em
quimio/quimioterapia e quimio/imunoterapia para as nanoparticulas GCCM-CUR/PTX e

GCCM-CUR/R848, respectivamente.
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5 CONCLUSAO

Nanoparticulas de GCCM conjugadas com CUR (pro-farmaco) foram sintetizadas
por meio de uma ligagdo éster acido-sensivel. Posteriormente, o PTX e o R848 foram
encapsulados nesse sistema e dois pro-farmacos para coentrega de CUR e PTX (GCCM-
CUR/PTX) e CUR e R848 (GCCM-CUR/R848) foram desenvolvidos. Os pro-fairmacos se
auto-organizaram em agua, formando nanoparticulas com tamanhos inferiores a 200 nm,
potencial zeta negativo e morfologia esférica, adequadas para aplicacdo intravenosa. Estudos
de perfil de liberagao in vitro e mecanismo cinético demonstraram que os farmacos podem ser
liberados de forma sustentada e com um perfil de liberagao responsivo ao pH. As nanoparticulas
GCCM-CUR e GCCM-CUR/PTX exibiram atividade antitumoral contra a linhagem de células
CT-26 (carcinoma colorretal murino) em concentragdes muito menores de firmaco do que com
o farmaco isolado e citotoxicidade reduzida contra células ndo-cancerosas (RAW 264.7). Além
disso, a terapia combinada quimio/quimioterapia da nanoparticula GCCM-CUR/PTX
promoveu uma melhor atividade citotoxica nas células CT-26 em comparagdo a monoterapia.
A nanoparticula GCCM-CUR/R848 ndo mostrou atividade citotoxica contra células cancerosas
devido a caracteristica imunologica do R848, mas mostrou efetividade na proliferacdo de
células imunes RAW 264.7. O estudo de captacao celular mostrou que as nanoparticulas com
CUR e PTX foram absorvidas pelas células CT-26 e as nanoparticulas com CUR e R848 pelas
células RAW 264.7. No geral, os resultados sugerem que as nanoparticulas apresentam

potencial promissor para o tratamento sinérgico do carcinoma colorretal.
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APENDICE A — PLANILHA EXCEL DOS CALCULOS POR
APROXIMACOES SUCESSIVAS PARA DETERMINACAO DO TEOR DE
GRUPOS ACIDO NA GC (A) E GCCM (B)

[ B c D
( A) | Degree of Substitution (DS)
Dados: GC
MMyg 162 g/mol
|MMUGCM 206 g/mol
[NaOH] 0,0978 {mol/L)
PE1 0,2188 {mi)
PE.2 0,1859 [mL)

W@ W B W oM e

Amostra Massa de GC(mg}  nyg({mmol) DSgp.
10 1 79,1 0,488271605 0,043825
1 2 57,9 0,357407407 0,050869

14 |Amostra nygm DSahe
15 1 0,480728715 0,044512922
16 2 0,351014582 0,051795626

18 AproximacBes Sucessivas 4
13 Amostra nygm DSaps
20 1 0,480610364 (,044523884
21 2 0,350898154 0,051812812

A B C D
(B) 1 Degres of Substitution (D5)
2 IDadns: GCCM 55°C3 h 1:2:11
3 MMyg 162 g/mol

4 MMygew 220 g/mol

5 [NaQH] 0,0978 (mol/L)

6 P.E1 0,613 (ml)

7 |PE2 0,619 (mL)

8

9 |Amostra Massade GCCM (mg) nyg(mmol) DS.pe

10 1 25,9 0,15987654 0,374986
11 2 25,2 0,15555556 0,389174
12 |

13 Aproximagies Sucessivas 1

14 Amostra nygpy DS,ps

15 1 0,140953022 0,42532894

16 2 0,136532011 0,44339931

17

18 Aproximagdes Sucessivas 4

19 Amostra nygy DSgps

20 1 0,138418499 0,43311696

21 2 0,133888416 0,45215413

Fonte: dados da pesquisa.

E F_ G H
Reagdo
NaOH +-CH,COOH = -CH,CO0'Na™ + H,0

Aproximaches Sucessivas 2
Amaostra Nygy DS5pe

1 0480612 0,044524
2 0,3509 0,051812

Aproximages Sucessivas 5
Amostra nygw DSope
1 0,48001 0,044524
2 0,350898 0,051813

B F G H
Reagdo
NaOH +-CH,COOH = -CH,COO'Na” + H,0

AproximagBes Sucessivas 2
Amostra nygm DSgps
1 0,138748 0,432088
2 0,134245 0,450955

AproximagBes Sucessivas 5
Amostra  nygw DSgps
1 0,138413 0,433133
2 0,133882 0,452175

K L M
Aproximaghes Sucessivas 3
Amostra nNygm DS5pe

1 048061 0,044524
2 0,350898 0,051813

AproximagBes Sucessivas 6
Amostra  nygm DS.pe
1 0,48061 0,044524
2 0,350898 0,051813

K 1 M
AproximagBes Sucessivas 3
Amostra  nyg, DS,ps

1 0,138457 0,432995
2 0,133932 0,452007

AproximagBes Sucessivas 6
Amostra  nyg, DSgpe
1 0,138413 0,433136
2 0,133882 0452177

DS médio 0,048168

DS médio 0,442656



Absorbancia (434 nm)

Intensidade de fluorescéncia
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APENDICE B — CURVAS DE CALIBRACAO DA CURCUMINA EM DMSO
POR ESPECTROSCOPIA UV-VIS (A) E EM PBS POR FLUORESCENCIA (B
E C) E DO PACLITAXEL POR CLAE (D)

-
N

-
(=]

e
)

b
)

o
'S

o
)

= Curcumina em DMSO
—— Linearidade

(A)

ABS = 0,14471[CUR] - 0,02483
R? = 0,998

o
o
-

4000

3000

2000

1000

2 3 4 5 6 7 8 9

Concentragado de CUR (ug mL‘1)

T T T T T
m  Curcumina em tampao PBS pH 7,4 + 0,1% LSS
Linearidade

©

I.F. = 3078,97[CUR] + 10,21
R?= 0,9997

Agy= 425 nm; A = 540 nm j

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Concentragao de CUR (ug mL'1)

Fonte: dados da pesquisa.

Intensidade de fluorescéncia

Absorbancia (229 nm)

4000

[
(=
(=
o

2000

1000

T T T T
®  Curcumina em tampao PBS pH 5,0 + 0,1% LSS
Linearidade

(B)

I.F.= 3059,16[CUR] + 39,03

R%=0,9991
0 Aex™ 425 nm; Aem= 540 nm 3
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Concentragédo de CUR (ug mL‘1)
0,25 T T T T
= Paclitaxel em metanol:agua (65:35) (D)
—— Linearidade
0,20 4
0,15 E
0,10 E
0,05 ABS = 0,0030[PTX] - 0,0047
R? = 0,995
0'00 L L L L L L L

10 20 30 40 50 60 70

Concentragao de PTX (ug mL‘1)
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APENDICE C - CURVAS DE CALIBRACAO DO RESIQUIMOD EM DMSO

(A) E EM PBS POR ESPECTROSCOPIA UV-VISIVEL (B E C)

ABS = 0,0321[R848] - 0,00249
R? = 0,999

(B)

0,8 T T T T T
= Resiquimod em DMSO (A) 0,14 F = Resiquimod em tampéo PBS pH 5,0 + 0,1% LSS
0,7F Li . - Linearidade
inearidade 012}
E 3 £
E 06 £ o0}
* -
8 0,5 " 8, 0,08 L
< S
s 04F G 0,06}
1% «
L2 03} -g 0,04 F
o
]
302} { 2 0,02
< ABS = 0,0146[R848] - 0,00478 <
01F R? = 0,999 0,00
10 20 30 40 50 0 1 2
Concentragio de R848 (ug mL™")
0.10 B Resiquimod em tampao PBS pH 7,4 + 0,1% LSS (C)
’ Linearidade
€ 0,08
c
-
N
L 0,06
8
)
& 0,04
2o " F
[
o
2 k
< 0,02 ABS = 0,0421[R848] - 0,01244
’ R%=0,995
0’00 L L L L L

Fonte: dados da pesquisa.

0,5 1,0 1,5 2,0

Concentragio de R848 (ug mL™)

Concentragio de R848 (ug mL™")



