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RESUMO

O cancer vem se tornando uma séria ameaga a saide publica. Dentre as doengas ndo
transmissiveis € a que mais se destaca por todo o mundo. Os tratamentos convencionais para o
cancer incluem a quimioterapia, a radioterapia, € em casos mais graves a intervengao cirrgica.
Entre os quimioterdpicos utilizados, o 5-fluorouracil (5-FU) ¢ muito aplicado em diferentes
tipos de cancer (coldn, estomago e outros). Entretanto, ele apresenta alguns problemas, quais
sejam: tempo de meia vida muito curto, baixa biodisponibilidade, e multiplos efeitos colaterais,
incluindo lesdes no figado e nos rins. O nanoencapsulamento ¢ uma alternativa para contornar
essas adversidades. As nanoparticulas (NP) apresentam excelentes caracteristicas para
aplicagdes na liberagdo controlada de medicamentos. Elas podem ser preparadas das mais
diversas técnicas, sendo geleificacdo ionotropica uma das mais utilizadas. Nela combina-se
polimeros de carga oposta e onde um deles funciona como ente de reticulagdo. Quitosana (QT)
¢ um polissacarideo natural, carregado positivamente, extensivamente utilizado na obtengao de
sistema de liberagdo de farmacos. Tripolifosfato (TPF) pode ser o seu agente reticulante na
obten¢do de nanoparticulas. Polietilenoglicol ¢ um polimero sintético que proporciona um
maior tempo de circulagdo intravenosa, uma melhor difusdo das NPs no tecido e evita interagdes
com outros elementos sanguineos, aumentando a biodisponibilidade do encapsulado. Neste
trabalho foram desenvolvidos 8 sistemas nanoparticulados, quatro sem 5-FU e quatro com 5-
FU. Os sistemas apresentaram eficiéncia de encapsulamento variando de 9% - 28% e
capacidade de carreamento de 8,4% - 12,2%. Os espectros de FTIR dos sistemas apresentaram
todas as bandas caracteristicas dos materiais de partida. O didmetro das nanoparticulas sem 5-
FU variou de 146 nm ¢ 303 nm ¢ com 5-FU variou entre 187 nm ¢ 396 nm. A liberacao
apresentou burst release e liberou aproximadamente 55% em 48 horas de ensaio com cinética
de liberacdo adequada ao modelo do mecanismo de difusdo. J& a microscopia eletronica de
varredura as nanoparticulas apresentaram uma morfologia esférica. Os sistemas com PEG nao
apresentaram interagdo significativa com a proteina, sugerindo um possivel maior tempo de
circulacao visando uma aplicacao intravenosa. Ja a viabilidade celular mostrou que o 5-FU
encapsulado apresentou uma maior eficiéncia frente a linhagem celular HCT-116, com os
sistemas QT/TPF/PEG1450/5-FU e QT/TPF/PEG3350/5-FU sendo os que mais se destacaram
nas avaliagoes realizadas, com o QT/TPF/PEG1450/5-FU apresentando inclusive o surgimento
da agdo do 5-FU encapsulado frente a linhagem MDA-MB-231, mostrando ter um grande

potencial para aplicagdo anticancer.

Palavras-chave: Nanoparticula. Polietilenoglicol. 5-Fluorouracil.



ABSTRACT

Cancer is becoming a serious threat to public health. Among non-communicable diseases, it is
the most prevalent worldwide. Conventional cancer treatments include chemotherapy,
radiotherapy, and, in more severe cases, surgery. Among the chemotherapeutic agents used, 5-
fluorouracil is widely used in various types of cancer (colon, stomach, and others). However, it
presents some problems, including a very short half-life, low bioavailability, and multiple side
effects, including liver and kidney damage. Nanoencapsulation is an alternative to overcome
these challenges. Nanoparticles (NPs) have excellent characteristics for controlled drug release
applications. They can be prepared using a variety of techniques, with ionotropic gelation being
one of the most widely used. This combines oppositely charged polymers, with one of them
acting as a cross-linking agent. Chitosan (CH) is a naturally occurring, positively charged
polysaccharide extensively used in drug delivery systems. Tripolyphosphate (TPP) can be used
as a crosslinking agent to produce nanoparticles. Polyethylene glycol is a synthetic polymer
that provides longer intravenous circulation time, better diffusion of NPs in tissue, and prevents
interactions with other blood components, increasing the bioavailability of the encapsulated
material. In this study, eight nanoparticle systems were developed: four without 5-FU and four
with 5-FU. The systems showed encapsulation efficiencies ranging from 9% to 28% and
carrying capacities of 8.4% to 12.2%. The FTIR spectra of the systems displayed all the
characteristic bands of the starting materials. The diameter of the nanoparticles without 5-FU
ranged from 146 nm to 303 nm, and with 5-FU, it ranged from 187 nm to 396 nm. The release
presented burst release, releasing approximately 55% within 48 hours of the assay, with release
kinetics consistent with the diffusion mechanism model. Scanning electron microscopy
revealed that the nanoparticles had a spherical morphology. The PEG-containing systems did
not exhibit significant interaction with the protein, suggesting a possible longer circulation time
for intravenous administration. Cell viability, however, showed that encapsulated 5-FU was
more effective against the HCT-116 cell line, with the systems CH/TPP/PEG14505-FU and
CH/TPP/PEG3350/5-FU being the most effective in the evaluations performed. The system
CH/TPP/PEG1450/5-FU also demonstrated the emergence of encapsulated 5-FU against the

MDA-MB-231 cell line, demonstrating great potential for anticancer applications.

Keywords: Nanoparticle. Polyethylene glycol. 5-fluorouracil.
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1 INTRODUCAO

As doencas ndo transmissiveis, como Alzheimer, cancer, infartos e acidentes
vasculares encefalicos, sdo responsaveis pela maioria das mortes por todo o mundo, segundo
dados da Organizagdao Mundial da Satde (OMS) publicados em 2020.

Dentre as doengas ndo transmissiveis, destaca-se o cancer, que vem se tornando
uma séria ameaca a saude humana, j& sendo considerado um problema de saude publica a nivel
mundial (Sun et al., 2017). Estima-se que em 2040 havera 30,2 milhdes de casos de cancer,
contra 19,98 milhdes em 2022. J4 no cenario brasileiro, segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA), espera-se 704 mil casos novos de cancer por ano no triénio 2023-2025. As regides Sul
e Sudeste concentram aproximadamente 70% da incidéncia de casos.

A principal dificuldade enfrentada no tratamento do cancer ¢ a fase de metastase.
Em casos mais avangados, a remog¢ao do tumor nao ¢ tao efetiva, devido ao rapido espalhamento
das células na fase de metéstase, o que torna possivel o surgimento de um novo tumor apds a
cirurgia. Atualmente, ha diversos tipos de tratamentos para o cancer, os tratamentos utilizados
no combate ao cancer sdo: cirurgia (Takeda et al., 2025), quimioterapia (Agrawal et al., 2025),
radioterapia (Chargari et al., 2025) e terapias bioldgicas (hormonal ou imunoloégica) (Rehman
etal., 2026 & Crowe et al., 2024). Um dos tratamentos mais utilizados € a quimioterapia. Dentre
0s quimioterapicos, destacam-se: o S-fluorouracil (5-FU) (Souza et al., 2025), o paclitaxel
(Salata et al., 2025) e a doxorubicina (Zhao et al., 2020 & Carneiro et al., 2025). Eles sao
bastante eficazes, mas apresentam diversas reagdes adversas, como: enjoo, queda de cabelo,
lesdao no figado e lesdao nos rins.

Como opg¢do para contornar essas reagdes adversas, a nanotecnologia se torna
aliada, buscando uma forma de abrandd-los, através do nanoencapsulamento. O
encapsulamento ¢ um processo que conserva o material em um revestimento que protege o
material contra os fatores do ambiente externo, como: luz e calor (Amin et al., 2020 & Al-Smadi
et al., 2025). O nanoencapsulamento prové uma liberacdo controlada do quimioterdpico,
ajudando também na biodisponibilidade e solubilidade do medicamento, aumentando assim a
sua eficiéncia terapéutica, pois a liberagdo controlada faz com que o farmaco permanega por
mais tempo dentro da faixa de atividade terapéutica.

As nanoparticulas podem ter diferentes origens, classificadas de acordo com seus
materiais precursores. Destacam-se as nanoparticulas poliméricas, que podem ser formadas a
partir de polimeros naturais, sintéticos ou semissintéticos e podem ser elaboradas através de

diferentes técnicas.
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As nanoparticulas formadas a base de polissacarideos tém sido amplamente
avaliadas devido a sua capacidade de encapsular principios ativos e farmacos de forma eficiente
usando matrizes hidrofilicas. Elas podem ser desenvolvidas através de diferentes tipos de
interagdo, incluindo interagdes idnicas entre compostos de cargas opostas (Campos et al., 2023).

Para tratamentos oncoldgicos, a principal compreensdo ¢ que as nanoparticulas
sejam capazes de se acumularem no tecido tumoral de forma mais eficaz que o farmaco livre,
devido ao efeito de permeabilidade e retengdo. (Zalba et al., 2022)

A quitosana ¢ um polissacarideo obtido através da desacetilagdo parcial da quitina,
que se torna catidnica e solivel em meio acido, um polissacarideo biodegradavel e atoxico
quando administrado via oral, o que torna viavel sua aplicagdo para produ¢ao de nanoparticulas
de sistemas de liberacao controlada.

Este trabalho possui o objetivo de encapsular o quimioterdpico 5-fluorouracil em
nanoparticulas formadas por geleificacdo ionotropica, utilizando quitosana, tripolifosfato de

sodio e polietilenoglicol, visando aplicagdo no tratamento de cancer.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer no mundo e no Brasil

O cancer ¢ favorecido majoritariamente por alteragdes oncogénicas da linha
germinativa em genes supressores de tumor. Existem diferentes tipos de tumores com multiplas
alteragdes oncogénicas (Sonkin, Thomas, & Teicher, 2024). Segundo Hanahan & Weinberg
(2011), as alteragdes oncogénicas apresentam diversos efeitos, como o aumento da proliferagao,
resisténcia a morte celular e instabilidade do genoma. Assim, eles descreveram um conjunto de
seis caracteristicas que, juntas, fornecem uma légica para compreensdo da diversidade das
doencas neoplésicas. As seis caracteristicas listadas por Hanahan & Weinberg sao as seguintes:
1- Sustentar a sinalizacdo proliferativa; 2- Evitar os supressores de crescimento celular; 3-
Ativar invasao e metastase; 4- Permitir a imortalidade replicativa; 5- Induzir a angiogénese e
6- Resistir a morte celular. Todas essas caracteristicas tornam o cancer uma doenca de dificil
tratamento, sendo o diagndstico precoce essencial para o €xito do tratamento.

Alguns dados do Observatorio Global do Cancer (GCO) (2022) quanto a incidéncia

e mortalidade de diferentes tipos de cancer encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Niimero de casos, mortes e taxa mundial de mortalidade dos principais tipos de
cancer em 2022.

Local N° de novos casos N° de mortes Mortalidade (%)
Pulmao 2.480.675 (12,4 %) 1.817.469 (18,7 %) 73,3
Mama 2.296.840 (11,5 %) 666.103 (6,8 %) 29,0
Colon 1.926.425 (9,6 %) 904.019 (9,3 %) 46,9
Prostata 1.467.856 (7,3 %) 397.430 (4,0 %) 27,1
Estomago 968.784 (4,8 %) 660.175 (6,8 %) 68,1
Figado 866.136 (4,3 %) 758.725 (7,8 %) 87,6
Outros 9.969.785 (49,9 %) 4.539.911 (46,6 %) -

Total 19.976.501 (100%) 9.743.832 (100%) -

Fonte: GCO (2025).
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E possivel notar que os 6 tipos de cAncer mais incidentes na populagio ja sdo
responsaveis por mais de 50% dos casos e por mais de 50% das mortes decorrentes da doenca
no mundo inteiro. E importante salientar que apesar do nimero de casos reportados pela OMS,
ha uma tendéncia a nimeros maiores, tanto de casos quanto de mortes, devido a subnotificacio
em alguns paises (Gopalani et al., 2024).

Segundo o observatorio global do cancer (GCO), alguns fatores de risco estdo
associados ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer. Dentre os principais fatores,
apresentam-se: obesidade, infec¢des, radiagdo UV e o consumo de alcool. Observando a nivel
nacional, segundo o GCO, o Brasil apresentou quase 630 mil novos casos em 2022 e quase 280

mil mortes por decorréncia da doenga no mesmo ano. Os dados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Numero de casos, mortes e taxa nacional de mortalidade dos principais tipos de
cancer em 2022.

Local N° de novos casos N° de mortes Mortalidade (%)
Prostata 102.519 (16,3 %) 19.958 (7,2 %) 19,5
Mama 94.728 (15,1 %) 22.189 (8,0 %) 23,4
Colon 60.118 (9,6 %) 28.884 (10,4 %) 48,0
Pulmao 44.213 (7,0 %) 38.292 (13,7 %) 86,6
Tireoide 31.385 (5,0 %) 1.103 (0,4 %) 3,5
Estomago 23.021 (3,7 %) 18.138 (6,5 %) 78,8
Outros 271.209 (43,2 %) 150.271 (53,9 %) -

Total 627.193 (100%) 278.835 (100%) -

Fonte: INCA (2025).

Assim como a nivel mundial, no Brasil, os 6 tipos de cancer mais recorrentes sao
responsaveis por mais de 50% dos casos e por quase 50% das mortes causadas pela doenga. O
numero de casos no ano de 2022 ja se mostra proximo ao projetado pelo INCA no tri€nio de

2023-2025 (704 mil casos por ano).
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2.2 Nanotecnologia

A nanotecnologia tem trazido novos meios de superar as barreiras das ciéncias
bioldgicas, em especial na utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada na aplicacdo de
medicamentos (Patra et al., 2018). Problemas a serem contornados na aplicagdo de
medicamentos sdo: baixa biodisponibilidade, baixa solubilidade, baixa absorcdo, entrega
inespecifica do medicamento e efeitos colaterais muito fortes. Os sistemas nanocarreados para
liberagdo controlada vém sendo amplamente estudados devido a algumas vantagens, como
aumento da solubilidade e biodisponibilidade, e direcionamento ao local afetado (Fang; Cao &
Shen, 2020).

Recentemente, foram desenvolvidos diversos estudos objetivando o
desenvolvimento de novas metodologias para liberagdo de farmacos, de diversos meios de
aplica¢do. Os sistemas de liberagdo ¢ uma alternativa viavel de superar a instabilidade dos
principios ativos. Estas sendo causadas por fatores como energia térmica, energia luminosa ou
oxidacao.

Entre os novos métodos desenvolvidos para o carreamento de farmacos, pode-se
destacar as nanoparticulas, que segundo Turan e colaboradores (2019), podem ser definidas por:
materiais que sdo constituidos por particulas com uma dimensdo, no minimo, com tamanho
menor ou igual a 100 nm. Dentro da classe das nanoparticulas, elas podem ser classificadas de
acordo com suas caracteristicas ou pela sua composicao, podendo ser: poliméricas, metalicas,
semicondutoras ou lipidicas (Khan; Saeed & Khan, 2019).

As nanoparticulas poliméricas podem ser formadas a partir de polimeros naturais
como quitosana ou alginato (Zohri et al., 2021 & Yeerong et al., 2024), ou sintéticos como
polietilenoglicol (Behl et al., 2023), policaprolactona (Lukasiewicz et al., 2021) e poli-N-
1sopropilacrilamida (Wu et al., 2021). Os sistemas nanoparticulados podem ser obtidos por vias
diferentes, como: auto-organizacao (Vuillemin et al., 2019), geleificag¢do ionotrdpica (Kiilll et
al., 2017) ou complexagdo polieletrolitica (Wang et al., 2018; Ye et al., 2017).

Diversos sistemas a base de polissacarideos, seja através da modificacao de
polissacarideos ou a partir da associagdo de polissacarideos, como hidrogel pH-responsivo
(Haidari et al., 2021), nanoparticulas (Silva et al., 2025) e filmes (Bhowmik et al., 2024) tém
sido desenvolvidos. Os novos sistemas polissacaridicos t€ém como vantagens a preservacao do
principio ativo encapsulado, favorecendo uma maior estabilidade térmica, aumento da
biocompatibilidade, liberacao controlada do farmaco mantendo dentro da faixa terapéutica,

maximizacdo da biodisponibilidade e administragdo do farmaco de forma local especifica
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(Weisany et al., 2022). Assim, sistemas carreadores de farmacos a base de polissacarideos tém
alcancado resultados favoraveis na area de liberagao controlada, mostrando-se uma area com

grande potencial.

As estruturas de alguns polissacarideos empregados no nanoencapsulamento de

farmacos sdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 - Estrutura quimica de alguns polimeros naturais e sintéticos.
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Fonte: elaborado pelo autor.
2.3 Quitosana

A quitosana ¢ um polissacarideo que pode ser obtido a partir da desacetilagdo
parcial da quitina, ou ser encontrado naturalmente na parede de celular de alguns fungos (Negm
et al., 2020). A quitosana ¢ um polissacarideo muito versatil quanto as suas aplicagdes. Na

literatura hé registro de seu uso em diversas areas, como: embalagem de alimentos na forma de
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filmes bioativos (Barik et al, 2024; Subramani & Manian, 2024), remoc¢ao de metais pesados
(Cromo, Chumbo, Cadmio, Arsénio e Mercurio) de reservatorios de efluentes ou de efluentes
industriais (Ezzat et al., 2025; Patel & Uppaluri, 2025) e na liberagdo controlada de 6leos
essenciais (Dhanasekaran et al., 2025), principios ativos (Kumar et al., 2024) e farmacos
(Falahatpisheh et al., 2025).

Quanto a aplicacao em sistemas de liberagao controlada de farmacos, a quitosana ¢
destaque por ser um polissacarideo biocompativel, biodegradavel (Lai et al., 2019), e ter
propriedades bioldgicas favordveis como: ndo toxicidade, baixa imunogenicidade e
mucoadesividade, além de possuir duas propriedades importantes: a natureza catidnica e a alta
densidade de cargas positivas em solugdes acidas (Xu et al., 2023). Esta carga positiva auxilia
a quitosana a permear seletivamente através da membrana da célula tumoral, que ¢ carregada
negativamente, exercendo assim sua atividade antitumoral, através de anti-angiogénese e
apoptose (Adhikari & Yadav, 2018). Assim, ela consegue formar complexos i0nicos insoluveis
com espécies polianidnicas soluveis em dgua (Alkhader, Billa, & Roberts, 2017). A
mucoadesividade ¢ uma propriedade essencial, pois ela proporciona um maior tempo de
circulacdo do sistema no corpo € uma maior retencdo do farmaco a ser liberado. A
mucoadesividade ocorre devido a intera¢do entre as cargas positivas dos grupos amino da
quitosana com os grupos do acido sialico presentes na mucina, que ¢ uma glicoproteina presente
em superficies das mucosas (Jalal et al., 2023).

Os grupos amino da quitosana, carregados positivamente quando em meio acido,
podem interagir com grupos anidnicos presentes em alguns polissacarideos (alginato, pectina,
entre outros). A quitosana pode formar hidrogéis i0nicos pelos processos de geleificagdo
ionotrdpica e por coacervagdo complexa. A presenga de grupos amino na sua cadeia polimérica
implica na presenca de cargas positivas em valores baixos de pH, o que favorece a reagdo com
outro polimero de carga oposta em solucao aquosa (Rajabi et al., 2019).

A técnica de geleificacdo ionotropica tem como diferencial o ndo uso de
reticulantes. Essa técnica tem sido amplamente adotada com polimeros naturais, para gerar
produtos biocompativeis e biodegradaveis. (Patel et al., 2017) Alguns exemplos de polimeros
naturais utilizados para producdo de carreadores através de geleificagdo ionotropica sao:
alginato (Sanchez-Ballester et al., 2019 & Zhang et al., 2018), pectina (Lascol et al., 2018 &
Vityazev et al., 2017) e quitosana (Chauhan et al., 2017; Hamdi et al., 2020).

Nanoparticulas a base de quitosana possuem caracteristicas importantes para
sistemas de liberagdo, como tamanho nanométrico, grande area superficial, capacidade para alta

carga de farmaco, além de especificidades que favorecem o direcionamento aos tumores,
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ligando-se aos receptores na superficie das células, aprimorando a eficiéncia na liberagdo de

farmacos como o aumento da biodisponibilidade e permeabilidade (dos Santos et al., 2022;

Kefayatet al., 2022). Todas essas caracteristicas sdo essenciais para combater as dificuldades da

administracdo de farmacos, como: baixa solubilidade, baixa biodisponibilidade, rapida

degradagdo, baixa permeabilidade nos tecidos, alta toxicidade, falta de seletividade e liberagao

fora da faixa terapéutica (Guadarrama-Escobar et al., 2023).

Quando as possibilidades de aplicagdo das nanoparticulas sdo analisadas entre as

formas intravenosa, intramuscular, topica e via oral, todos apresentam vantagens e

desvantagens. Na Tabela 3, sdo comparados os prds e contras dessas formas de aplicagao.

Tabela 3 - Via de administracdo de fArmacos com suas respectivas vantagens e desvantagens.

Via de

Administracdo Vantagens Desvantagens
Maior conforto para o paciente Impossibilidade de uso em
Forma mais econdmica pacientes ndo-cooperativos
Oral Efeito local ou sistémico
Possibilidade de criar formulagdes que | Absorcdo imprevisivel devido
protegem os principios ativos da ao efeito hepatico
degradacao
Absorcao e efeito imediato Doloroso
Intramuscular Otima escolha para medicamentos com | Aplicagio incorreta pode levar &
baixa biodisponibilidade oral paralisia ou atrofia muscular
Efeitos reprodutiveis Requer equipameqto especial e
pessoal treinado
E invasivo e doloroso
Intravenosa . . ~ ~ 1.z
Dose completa direto na circulacao, Nao héa como suspender a
favorecendo uma resposta imediata medicagdo em caso de reag¢do
adversa
< - . L .. ~ Baixa lipossolubilidades ¢ fator
Nao invasiva e de facil administragao . ~
determinante para absorc¢ao
Topica Indolor Baixa absor¢do

Efeito local
Alto nivel de satisfagdo dos pacientes

Fonte: Guadarrama-Escobar, et al., (2023).

Irritagdo cutanea

A maioria de sistemas nanoparticulados obtidos por geleificagdo ionotropica da

quitosana utiliza os polifosfatos soltiveis em agua, sendo o tripolifosfato de sodio o mais

estudado.
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2.4  Tripolifosfato de sodio

O tripolifosfato de sddio ¢ da classe dos polifosfatos, e possuem vasta aplicagao.
E amplamente utilizado na modificagdo de proteinas para torna-la mais hidrofilica fortalecendo
as interacdes intermoleculares e aumentando a solubilidade da proteina. (Li et al., 2025) Ele ¢
reconhecido como uma substancia segura pela U.S. Food and Drug Administration (FDA). A
presenca de cargas aniOnicas em sua estrutura favorece a reticulagdo quando utilizando em
conjunto com a quitosana (Gierszewska; Ostrowska-Czubenko; Chrzanowska, 2018 &
Hosseini; Soleimani; Nikkhah, 2018).

A estrutura quimica do tripolifosfato de sddio encontra-se na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica do tripolifosfato de sodio.
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Fonte: elaborado pelo autor.

A geleificacdo i6nica utilizando quitosana e tripolifosfato tem sido muito estudada
devido a sua atoxicidade e por ndo fazer uso de solventes organicos (He et al., 2017; Nguyen
& Goycoolea, 2017; Yousefi, Khorshidian, Mortazavian, & Khosravi-Darani, 2019). Assim, o
tripolifosfato de so6dio atuou como reticulante em carreadores de farmacos, 6leos essenciais,
proteinas, aminoacidos, dentre outros (Rajivgandhi et al., 2021). A interagdo entre a quitosana

e o tripolifosfato estd representada na Figura 3.
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Figura 3 - Representa¢ao da reticulagdo entre quitosana e tripolifosfato de sodio.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apds o processo de encapsulamento, a habilidade de difusdo do sistema ¢
aperfeicoada, aumentando a dispersdao em torno do local-alvo do medicamento e melhorando a

entrega nas células patogénicas (Rajivgandhi et al., 2023).

2.5  Polietilenoglicol (PEG)

Outro polimero que possui uma vasta aplicagdo em estratégias terapéuticas e vem
sendo bastante estudado para aplicagdao em liberacdo controlada ¢ o polietilenoglicol (PEG)
(Grossen et al., 2017). Ele ¢ um polimero sintético, reconhecido como uma substancia segura
pela FDA, que possui baixa citotoxicidade aliada a uma alta biocompatibilidade. E soltivel em
agua e tem boa estabilidade. Entretanto, apresenta grupos funcionais apenas em suas
extremidades, limitando as derivatizagdes possiveis (Zabihi et al., 2020). A estrutura quimica

do polietilenoglicol encontra-se na Figura 4.
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Figura 4 - Estrutura quimica do polietilenoglicol.

A N

Fonte: elaborado pelo autor.

Sao relatados na literatura alguns sistemas de carreadores de farmacos com o uso
de polietilenoglicol, dentre eles destaca-se o uso em nanoparticulas para tratamento de tumores
cerebrais (Chen et al., 2018). O polietilenoglicol foi colocado na superficie da nanoparticula a
fim de reduzir a tendéncia de agregagdo do sistema e diminuir a captacao pelos fagdcitos,
aumentando assim o tempo de circulagdo no corpo e a biodisponibilidade do farmaco. O PEG,
de alta ou baixa massa molar, também ¢ utilizado nas superficies das nanoparticulas por
possibilitar o aumento da capacidade de difusdo através dos tecidos, fornecendo também uma
melhor estabilidade coloidal (Bakhshian Nik et al., 2020).

Além disso, o PEG também ¢ muito utilizado para a formagdo de copolimeros a
serem empregados na liberacdo controlada, formando copolimeros com a policaprolactona
(Etminanfar et al., 2020 & Scheiner et al., 2020), com o policarbonato de trimetileno (Wang et
al., 2020) e até com acido polilatico (Chen et al., 2018; Shi et al., 2019). O seu extenso uso em
sistemas de liberacdo controlada se da devido a sua capacidade de evitar interagdes com os
componentes do sangue, conhecido como efeito furtivo (Simon et al., 2019).

Assim, devido ao efeito furtivo ser uma caracteristica bastante almejada para
sistemas de aplicagdo intravenosa o PEG vem sendo bastante aplicado para a liberagao
controlada de farmacos anticancer (Jain, Bharti, Kaur Bhullar, & Tripathi, 2020; Ozlu et al.,

2019; Yamina, Fizir, Itatahine, He, & Dramou, 2018).

2.6 5-Fluorouracil

O 5-FU ¢ um similar da pirimidina que age através da inibigdo irreversivel da
timidilato sintase, que é uma enzima fundamental para a divisdo e proliferacio celular. E
constantemente utilizado no tratamento de neoplasias malignas, principalmente nas localizadas
no colon (Zhao et al., 2017), ovario, figado, pulmao, pele e mama (Habibi Jouybari et al., 2019
& Khan et al., 2022).

A estrutura quimica do 5-FU encontra-se na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica do 5-fluorouracil.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Entretanto, o 5-FU possui algumas caracteristicas que ocasionam uma baixa
eficacia terapéutica. Sao elas: tempo de meia-vida entre 10 ¢ 15 min (Sun et al., 2017), e
metabolizacao pelo figado, gerando metabolitos inativos. Devido a essas caracteristicas torna-
se necessaria uma administracao frequente para que o 5-FU permaneca em nivel terapéutico
(Liu et al., 2018).

O uso de quimioterapicos em geral traz associado o surgimento de diversos efeitos
colaterais, tais como: hemorragias, nauseas, danos ao figado ou danos aos rins. Torna-se
importante, entdo, buscar meios de diminuir esses efeitos colaterais da quimioterapia. Alguns
autores relatam o uso combinado de farmacos a fim de atenuar esses efeitos. Combinagdes de
doxorubicina e quercetina (Li et al., 2018), ou edaravona tém sido utilizadas também associadas
com outros quimioterapicos (Bailly, 2019). O encapsulamento como meio alternativo para
abrandar os efeitos colaterais do tratamento, como o uso de nanoparticulas poliméricas para o
uso associado de cisplatina com curcumina foram reportadas (Chen et al.,, 2019) e o
encapsulamento de 5-FU em nanoparticulas a base de quitosana e tripolifosfato de sodio (Dos
Santos et al., 2022).

Neste estudo, o principal diferencial frente aos estudos anteriores ¢ quanto a forma
que o PEG esté presente na nanoparticula. Na literatura € possivel encontrar diversos trabalhos
onde o PEG est4 quimicamente ligado a estrutura da nanoparticula, neste trabalho o PEG nao
estara ligado quimicamente a nanoparticula, diminuindo uma etapa do processo de producao, e

ainda assim, sendo capaz de fornecer o efeito furtivo ao sistema nanoparticulado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Encapsular o 5-Fluorouracil utilizando nanoparticulas preparadas a base de
quitosana e tripolifosfato de sodio, através da técnica de geleificacdao ionotropica, revestidas
com polietilenoglicol, visando o efeito furtivo e a potencializagdo do efeito anticancer do

farmaco a medida que atenua os efeitos colaterais.

3.2 Objetivos especificos

Obter e caracterizar nanoparticulas a partir de quitosana e tripolifosfato de sodio,
revestidas com polietilenoglicol de diferentes massas molares e sem revestimento, através da
técnica de geleificacao ionotropica.

Avaliar a influéncia das massas molares do polietilenoglicol nas caracteristicas das
nanoparticulas.

Encapsular o 5-fluorouracil (5-FU) com os melhores sistemas nanoparticulados e
caracteriza-los por FTIR, Espalhamento Dinamico de Luz (EDL), potencial zeta, Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).

Determinar a eficiéncia de encapsulamento, a capacidade de carreamento e o perfil
cinético de liberacdo in vitro dos sistemas.

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas com 5-FU encapsulado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A quitosana foi obtida da Polymar. O 4cido acético glacial (CH3COOH) foi obtido
da Synth. Os reagentes a utilizados foram: hidréxido de sédio (NaOH) (Synth), 5-fluorouracil
(C4H3N2FO»), tripolifosfato de sodio (NasP3Oi0) e polietilenoglicol (1450, 3350 e 6000
g mol™") (Sigma-Aldrich). Para o preparo do tampdo fosfato: hidrogenofosfato de sédio
dihidratado (Na;HPO4-2H>0), dihidrogenofosfato de potassio (KH>PO4), ambos da Sigma-

Aldrich. Foi utilizada uma membrana de dialise com massa molar de corte de 10000 g mol .

4.2  Purificacido da quitosana

A purificagdo da quitosana foi realizada a partir da metodologia proposta por
Signini e Campana Filho (2001) com adaptagdes. Foi preparado 1 L de solucdo de quitosana
1% (m/v) em &cido acético 2% (v/v) com agitagdo por 6 h. Apds a solubilizagdo, a solucao foi
filtrada em funil de placa sinterizada nimero 1. A solucdo filtrada foi centrifugada por 15 min
a 6000 RPM, o precipitado descartado e a solucdo novamente filtrada em funil de placa
sinterizada namero 3. Solugdo de NaOH 1,0 mol L' foi utilizada para precipitar a quitosana
em pH 10. Ao fim da precipitacdo, a solucdo foi novamente centrifugada por 15 min a 6000
RPM, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado exaustivamente com agua destilada,

congelado e liofilizado por 48h no liofilizador Labconco FreeZone 4.5.
4.2.1 Determinacgao do grau de desacetilacdo da quitosana

A quitosana foi solubilizada em D>O em uma concentragio de 20 mg mL'. O DCI
foi adicionado para promover a solubilizacdo da quitosana (D>O/DCI 30:1 v/v). O grau de

desacetilagdo (GD) da quitosana foi determinado por ressonancia magnética nuclear de 'H

utilizando as equagdes 1 e 2:

%GA =

23”3 .100 (1)

Hj

%GD = 100 — %GA (2)
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onde: Acy, € a integragdo do sinal atribuido ao CH3;
Ay, € a integragdo do sinal atribuido ao Ho;
GA ¢ o grau de acetilacao;

GD o grau de desacetilagdo.

4.3 Preparo das nanoparticulas

As nanoparticulas (NPs) foram obtidas seguindo a metodologia proposta por Samy
e colaboradores (2020). A solucao de quitosana (QT) foi preparada em 50 mL de acido acético
0,5 % (v/v). A solugdo de tripolifosfato de sdédio (TPF) foi preparada em agua destilada e
adicionada a solucdo de quitosana sob gotejamento, com fluxo de 1 mL min' com auxilio de
uma bomba dosadora peristéltica. Apos a adigdo a solugdo ficou sob agitacdo magnética (600
rpm) por 45 minutos. Apds os 45 minutos o sistema foi centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos

(Samy et al., 2020).

Foram preparados sistemas com PEG de 3 massas molares distintas 1450, 3350 e
6000 g mol'. As massas molares do PEG foram escolhidas de modo a se distanciarem, para
que a influéncia do tamanho da cadeia de PEG pudesse ser avaliada. As nanoparticulas
QT/TPF/PEG foram preparadas seguindo a metodologia proposta por Sharma e colaboradores
(2012). O PEG foi solubilizado na solu¢do de TPF, e gotejado sobre a solucdo de quitosana. A
propor¢ao de QT:TPF:PEG utilizada foi 5:1:30. Essa metodologia foi escolhida de forma a
diminuir uma etapa de producado, que seria a reacao entre a QT e o PEG, de modo que a adigao
de PEG a estrutura da nanoparticula se dé apenas por intera¢ao entre as cadeias. A Figura 6

apresenta um fluxograma que resume a metodologia de preparo das nanoparticulas.



Figura 6 - Fluxograma da metodologia de preparo das nanoparticulas
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Fonte: elaborado pelo autor.
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A QT, o PEG (1450, 3350 e 6000 g mol'), o 5-FU e todos os sistemas

nanoparticulados foram caracterizados por FTIR. As amostras foram analisadas em pastilhas de

brometo de potassio (KBr) no espectrofotdmetro Shimadzu® modelo IR Trace 100 na regido

entre 4000 e 400 cm™!.

4.5

Tamanho e carga da superficie das nanoparticulas

O didmetro hidrodindmico e o potencial zeta das nanoparticulas foram

determinados em triplicata pela técnica de espalhamento dindmico de luz, utilizando o
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equipamento Nano Zetasizer da Malvern modelo ZS 3600, com leitor a laser de 633 nm,
operando com um angulo de 173°. Foi preparada uma dispersdo das nanoparticulas em agua
destilada com uma concentracio de 1 mg mL™!' para a determina¢io do didmetro e de 3
mg mL~' para determinagio do potencial zeta. As amostras foram previamente centrifugadas a

6000 rpm por 15 min.

4.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O tamanho e a morfologia das nanoparticulas foram analisados por MEV, utilizando
um microscopio de emissdo Quanta FEG 450-FEI. As amostras foram dispersas em agua
deionizada na concentragdo de 5 x 10~ mg mL"!, e um pequeno volume (10 pL) foi depositado
na superficie do stub com fita de carbono, seguido de secagem por spin coater. Todas as analises
foram realizadas a 25 °C. As imagens da micrografia foram processadas utilizando um software

Igor Pro 6.37.

4.7  Encapsulamento do 5-FU

A metodologia utilizada para o encapsulamento do 5-FU foi a proposta por Benito-
Miguel e colaboradores (2015). Foram dispersos 50 mg de nanoparticulas vazias em 1 mL de
uma solucio aquosa de 5-Fluorouracil (5-FU) (10 mg mL ). O sistema foi mantido sob agitagdo
por 24 h em um microtubo Eppendorf de 2 mL. O sistema foi centrifugado por 10 min a 15.000

rpm. O sobrenadante descartado e o precipitado congelado e liofilizado.

Para a determinacdo da eficiéncia de encapsulamento, utilizou-se o método de
extracdo por solvente, usando como solvente a agua destilada, devido a alta afinidade do

farmaco com a mesma.

4.8  Eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento

A eficiéncia de encapsulamento do 5-FU foi determinada de forma direta.
Utilizando-se o método de extragao por solvente, usando como solvente a agua destilada,

devido a alta afinidade do farmaco com o solvente.

Dispersou-se 5 mg de nanoparticulas com 5-FU em 10 mL de 4gua destilada. O

sistema permaneceu sob agitacdo por 24 h e entdo foi centrifugado por 30 min a 6.000 rpm. O
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sobrenadante foi analisado no espectrofotometro UV-Vis para quantificacdo de farmaco
presente na amostra. Assim, foram determinadas a Eficiéncia de Encapsulamento e a

Capacidade de Carreamento do sistema.

O comprimento de onda maximo do 5-FU ¢ 265 nm. Foi construida uma curva de
calibracdo em agua, com a concentragao de 5-FU variando de 0,005 a 0,02 ppm, resultando na

equagdo 3:

Abs = 53,571[5-FU] + 0,0022 R2=10,9999 (3)

onde: Abs ¢ a absorbancia e [5-FU] a concentragdo do 5-FU expressa em ppm.

A eficiéncia de encapsulamento de um sistema consiste na razao entre a massa de

farmaco encapsulado e a massa total de farmaco utilizado (equacao 4).

massa de 5-FU encapsulado

EE% = x 100 ()

massa de 5-FU total

A capacidade de carreamento de um sistema consiste na razdo entre a massa de

farmaco encapsulado e a massa total de nanoparticulas (equagao 5).

Massa de 5-FU encapsulado

CC% =

100 (5)

Massa das nanoparticulas

4.9  Quantificacio de polietilenoglicol nas nanoparticulas

Para a quantificagdo do teor de PEG foi utilizada andlise colorimétrica, e a
metodologia proposta por Fejfer e colaboradores (2020). Foram misturados 5 mL da solugdo de
PEG (1450, 3350 e 6000 g mol™"), 4 mL de HCI 0,05 mol L' ¢ 1 mL do reagente de
Dragendorff. Ap6s a mistura, aguardou-se 15 minutos e entdo analisou-se as solugdes no

espectrofotometro UV-Vis para o preparo da curva de calibracdo. A curva de calibragdo do PEG
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1450, 3350 e 6000 foi obtida a partir do comprimento de onda maximo de 521 nm, as equagdes

sao listadas a seguir (equagdo 6, 7 ¢ 8):

Abs = 0,0363[PEG1450] + 0,0317 R2=0,9958 (6)
Abs = 0,0278[PEG3350] + 0,0295 R2=0,9922 (7)
Abs = 0,0199[PEG6000] + 0,0090 R2=0,9984 (8)

onde: Abs ¢ a absorbancia e [PEG] a concentracao do PEG expressa em ppm.

Para a quantificacdo de PEG presente nas nanoparticulas, dispersou-se 5 mg de
nanoparticula em 25 mL de 4gua destilada sob agitacdo overnight. Apds a agitacdo a amostra
foi centrifugada a 6000 rpm por 20 minutos e utilizou-se a metodologia com o reagente de

Dragendorff para a quantificacdo por UV-Vis.

4.10 Estabilidade das nanoparticulas

A estabilidade das nanoparticulas sem 5-FU foi avaliada em solu¢ao aquosa, na
concentragio de 1 mg mL™! a uma temperatura de 4 °C por um periodo de 10 semanas,
utilizando EDL para monitorar as mudangas em seu tamanho.

O ensaio de estabilidade foi realizado visando analisar a possibilidade de uma

solucdo estoque de nanoparticulas para otimizar o preparo das nanoparticulas com 5-FU.

4.11 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica das amostras foi realizada utilizando um equipamento
Netsch STA 499 F3 com uma taxa de aquecimento de 10 °C min! na faixa de 25-800 °C. O

fluxo de ar sintético foi mantido a4 50 mL min~'. A massa inicial das amostras foi de 10 mg.

4.12 Ensaio de adsorc¢ao de Albumina do soro bovino

O método foi adaptado de Domke et al., (2024). O ensaio de adsorcao da proteina
foi realizado usando solugdo de nanoparticulas e de proteina, ambos dissolvidos em tampao
fosfato (pH = 7,4; 0,005 mol L), na concentragio inicial de 2 mg mL™'. No inicio do ensaio,
volumes iguais das duas solucdes foram misturados, resultando na concentragdo final de 1 mg

mL ! para cada componente. O sistema foi incubado sob agita¢io constante a 37 °C por 5 h em
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uma incubadora Cientec CT-712R. A adsorcdo de proteina nas nanoparticulas foi analisada em

seguida por espalhamento dinamico de luz.

4.13 Ensaio de liberacao in vitro

O ensaio de liberagdo in vitro foi realizado por adaptagdo da metodologia proposta
por Haggag e colaboradores (2018). Foram dispersas 10 mg de nanoparticulas com 5-FU
encapsulado, em 3 mL de tampao fosfato (pH 7,4), para simular o pH intravenoso, e dialisada
(membrana de massa molar de corte 1.000 g mol™'). A membrana foi imersa em 40 mL da
solucdo tampao. O sistema entdo foi mantido a 37 °C com agitacdo de 100 rpm, utilizando uma
incubadora (Cientec CT-712R). Aliquotas de 3 mL foram retiradas do sistema em intervalos de
tempo previamente determinados e entdo 3 mL de tampdo PBS foram repostos ao sistema. As
aliquotas foram analisadas em um espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu) no comprimento de

onda de 265 nm.

4.14 Cinética de liberacao in vitro e modelos matematicos

Buscando investigar o mecanismo de liberagdo do 5-FU das nanoparticulas, os
dados da liberagao in vitro foram analisados nos modelos cinéticos matematicos a seguir: ordem
zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell, Korsmeyer-Peppas e Zeng. Os modelos sdao
exemplificados a seguir:

O modelo de cinética de ordem zero descreve a liberagio com uma taxa que
independe da concentracao inicial, seguindo a equagao 9.

Qr = Qo + kot 9)
onde Qo: Quantidade de 5-FU inicial;
Q¢ quantidade de 5-FU no tempo t;
ko: constante de ordem zero; t: tempo.

A cinética de primeira ordem define que a taxa de liberagdo ¢ dependente da
concentracgdo inicial, e segue a equagdo 10.

logQ = log Qo + k1t (10)
onde k; ¢ a constante de primeira ordem.

O modelo de Higuchi ¢ descrito para liberagdo de compostos a partir de matrizes
insoluveis, onde a liberagdo ¢ dependente da raiz quadrada do tempo, processo baseado na

difusao Fickiana (Higuchi, 1963), como mostra a equagao 11.
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Q¢ = Qo + kyV't (11)
onde ky € a constante de Higuchi.

O modelo de Hixson-Crowell estabelece que a liberagdo ocorre através de um
sistema de dissolucdo, onde ha alteracdo na érea superficial e no didmetro das particulas, por
intumescimento (Hixson & Crowell, 1931) e segue a equagdo 12.

3Qc — 3/Qo = knct (12)
onde kpc ¢ a constante de Hixson-Crowell.

O modelo de Korsmeyer-Peppas descreve a liberacdo de sistemas poliméricos
(Korsmeyer, Gurny, Doelker, Buri, & Peppas, 1983), seguindo a equagdo 13.

Q¢ = kgpt" (13)
onde kkp: ¢ a constante de Korsmeyer-Peppas;

n: € o expoente de liberagdo que descreve o mecanismo de liberagao.

Os diferentes mecanismos que podem ser expressos pelo valor de n sdo

exemplificados na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores de expoentes ¢ mecanismos de liberagdes correspondentes para o modelo
de Korsmeyer-Peppas.

Expoente de liberacio (n) Mecanismo de liberacao
<0,5 Difusdo Fickiana
0,5<n>1,0 Transporte anomalo
1 Transporte caso-II
>1,0 Transporte super caso-I1

O modelo de Zeng e colaboradores (2011) avalia liberagdes baseadas na difusao
do farmaco para o solvente do meio e pondera a influéncia da interagdo entre o fArmaco e a
matriz carreadora de farmaco através de constantes.

Esse modelo ¢ representado pela equagdo 14 a seguir:

M kors —kgt kon —korrt
My Kot (1 _ g-ksty 4 —Kon (9 _ p=kors 14
My k0n+k0ff( ) k0n+k0ff( ) ( )

onde M;: Quantidade de farmaco liberada em um tempo t;
Mop: Quantidade inicial de farmaco no sistema,;

kon: Constante de associacdo do fArmaco com a matriz;
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kofr: Constante de dissociacdo do farmaco com a matriz;
ks: Constante relacionada a difusdo do farmaco para o meio.

Através do modelo de Zeng também ¢ possivel determinar o AG (equagao 15),
entre os dois estados (farmaco livre e farmaco ligado), assim pode ser usado para quantificar o

farmaco livre e ligado a matriz no inicio do ensaio.

AG = —kgTln (:n) (15)
off

4.15 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratorio de Cultura de Células do
Delta (LCCDelta), localizado na Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar). A
capacidade das amostras em interferir na viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT,
que se baseia na capacidade de quantificar a atividade mitocondrial por meio da redugado do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-brometo de tetrazolio (MTT), de cor amarela, com
consequente formagdo de cristais de formazan, de cor puirpura, em células metabolicamente
ativas (Mosmann, 1983). Os metabdlitos primarios envolvidos do ciclo de Krebs, NADH?2,
NADPH e Succinato sdo os principais envolvidos nesta reacao, em que a atividade metabolica
da célula ¢ dependente do nimero de células e estd diretamente relacionada com a quantidade
de MTT metabolizada, sendo a quantificacao realizada por absorbancia em UV-Vis (Berridge,
Tan, McCoy, & Wang, 1996; Kuete, Karaosmanoglu, & Sivas, 2017; Mosmann, 1983).

Quanto as linhagens celulares utilizadas e a manuten¢do das linhagens, a linhagem
nao tumoral 1.929 (fibroblasto murino) e tumorais HCT-116 (cancer colorretal humano) e
MDA-MB-231 (Adenocarcinoma metastatico de mama) cultivadas em meio DMEM
(Dubelco’s Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibioticos (penicilina 100 U mL™! e estreptomicina 100 pg mL'). As linhagens foram
manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical e acondicionadas em
incubadora a 37 °C com atmosfera de 5% de CO». A manuten¢do foi realizada sempre que as
células alcangavam aproximadamente 80 a 90 % de confluéncia. O crescimento das linhagens
foi acompanhado diariamente por microscopio invertido.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, em uma concentracio de 1x10°
células mL™! para a linhagem L1929, 6x10* para HCT-116 e 8x10* para MDA-MB-231, ¢
incubadas a 37 °C e 5% de CO; por 24 h. Apo6s 24 h de incubacdo em estufa a 37 °C com 5%

COy, foi adicionado 100 uL de amostra teste diluidas em meio suplementado, em concentragdes
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seriadas que variaram de 7,81 a 500 pg mL™!. Em seguida, as placas foram novamente
incubadas por 69 horas. O 5-Fluorouracil foi utilizado como controle positivo, com
concentragdes que variaram de 1,56 a 100 ug mL™'. Ao final do periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi retirado. Foi adicionado em cada pogo 150 pL de solugdo de MTT (0,5 mg
mL 1), diluido em meio RPMI 1640, e as placas foram reincubadas por 3 horas, totalizando 72
horas. Apds isso o sobrenadante foi retirado. O formazan foi ressuspenso em 150 pL de
Dimetilsulféxido (DMSO) adicionado em cada poco. A leitura das placas foi realizada em
espectrofotometro, utilizando comprimento de onda de 595 nm.

Para este ensaio, foram utilizadas amostras de 5-Fluorouracil (5-FU), como controle
positivo, e de todos os sistemas nanoparticulados (com e sem 5-FU). As amostras foram diluidas

em 4gua para inje¢do com estoques de 20 mg mL™! e armazenadas sob refrigeracio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio da quitosana

5.1.1 Espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)
Pode-se observar no espectro de FTIR da quitosana na Figura 7 a presenga de uma
banda de forte intensidade em 3426 cm ! atribuido ao estiramento N-H e O-H dos grupamentos

NH: e OH, respectivamente, presentes na estrutura da quitosana.

Figura 7 - Espectro de FTIR da Quitosana.
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Fonte: dados da pesquisa.



41

A estrutura sacaridica mostra-se presente em 1083 cm™!, e outra banda em 1577
cm™!, relativa ao grupo amino (Qu, Wirsén, & Albertsson, 2000). A banda presente em 1419

cm ! ¢ atribuida a deformagcio axial da ligagdo C-N.

A banda presente em aproximadamente 1650 cm™' é atribuida ao estiramento do
grupo carbonila C=0, caracteristico da amida I da quitosana, e a banda em 1320 cm™! é referente
a amida III (Yang et al., 2023). Em 1379 cm™' ha uma banda atribuida a deformagdo angular
simétrica de CHs. J4 em 2879 cm™', ¢ notada a banda referente aos estiramentos simétricos e
assimétricos dos grupos CH» dos anéis piranosidicos (Pawlak & Mucha, 2003).

Na Tabela 5 encontram-se algumas bandas caracteristicas da quitosana com suas

atribuicoes.

Tabela 5 - Nimero de onda e atribui¢ao de algumas bandas de FTIR da Quitosana.

Nimero de onda (cm™) Atribuicio
1650 C=0 de amida
1577 -NH:
1419 Deformagao axial C-N
1379 Deformacao angular simétrica CH3
1320 Amida III
1083 C-O e C-O-C da estrutura sacaridica

Fonte: dados da pesquisa.

5.1.2 Determinacdo do grau de desacetilacio da quitosana

A amostra de quitosana foi analisada por ressonancia magnética nuclear de préton
'H, o resultado encontra-se na Figura 8 a seguir. O espectro de RMN 'H da quitosana apresentou
todos os sinais caracteristicos do material. Em 4,95 e 4,65 ppm os sinais sdo atribuidos ao H;
da porcdo desacetilada e acetilada, respectivamente. Os sinais entre 3,80 e 4,00 ppm sdo
atribuidos aos hidrogénios Hz.¢ (H2, H3, Hs, Hs, He € He') (Lavertu et al., 2003). Utilizou-se do
espectro de ressonancia de 'H da quitosana para determinar seu grau de desacetilagio. A 4rea
do sinal relativo aos prétons metilicos do grupo acetamido (dcuz = 2,07 ppm) e a area do sinal
relativo ao préton do carbono 2 do anel de glicosamina (6n2 = 3,25 ppm) foram utilizadas na
equacdo 1 juntamente com a equagdo 2. Assim, foi determinado o grau de desacetilacdo igual a

77%, ou seja, grau de acetilagdo de 23%.
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Figura 8 - Espectro de RMN de 'H da quitosana (500 MHz, D,O/DCl, 70 °C).
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Fonte: dados da pesquisa.
5.2 Preparo das nanoparticulas e encapsulamento de 5-FU
5.2.1 Presenca de PEG nas nanoparticulas
A quantificagdo de PEG foi realizada utilizando o método colorimétrico do reagente
de Dragendorff. Todos os sistemas foram analisados e tiveram teores de PEG determinados em

percentagem. Os resultados encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Teor de PEG presente nas nanoparticulas.

Sistema Presenca de PEG (%)
QT/TPF/PEG1450 41
QT/TPF/PEG3350 70
QT/TPF/PEG6000 72

QT/TPF/PEG1450/5-FU 16
QT/TPF/PEG3350/5-FU 25
QT/TPF/PEG6000/5-FU 36

Fonte: dados da pesquisa.
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Observando os sistemas sem 5-FU, nota-se um aumento no teor de PEG, variando
de 41 a 72%, sendo diretamente proporcional ao tamanho da cadeia do PEG utilizado, podendo
ser justificado pela dificuldade do PEG de cadeia maior de sair do meio durante a didlise.

Nos sistemas com 5-FU encapsulado observa-se um teor de PEG menor, se
comparado com seus correspondentes sem farmaco, variando de 16 — 36%. Essa diminui¢ao
ocorre devido a metodologia utilizada para o encapsulamento do 5-FU. Devido a alta
solubilidade do PEG em meio aquoso, parte do PEG do sistema se solubiliza no meio, o que
explica a diminui¢do do teor de PEG nos sistemas. Zhang e colaboradores (2008) prepararam
um sistema de nanoparticula a partir de quitosana e PEG enxertado com objetivo de carrear

insulina pela mucosa nasal, os teores de PEG nos sistemas variou de 26 a 46%.

5.2.2 Rendimento e eficiéncia de encapsulamento dos sistemas

Foram obtidos oito sistemas nanoparticulados, 4 sistemas sem 5-FU, denominados
de: QT/TPF, QT/TPF/PEG1450, QT/TPF/PEG3350 e QT/TPF/PEG6000 e mais 4 sistemas com
5-FU, denominados de: QT/TPF/5-FU, QT/TPF/PEG1450/5-FU, QT/TPF/PEG3350/5-FU e
QT/TPE/PEG6000/5-FU.

Os valores dos rendimentos dos sistemas sem o farmaco encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 - Rendimento de obtencao das nanoparticulas sem 5-FU.

Sistemas Rendimento (%)

QT/TPF 41
QT/TPF/PEG1450 33
QT/TPF/PEG3350 42
QT/TPF/PEG6000 45

Fonte: dados da pesquisa.

Observa-se a principio uma queda no rendimento, em relagdo a adicado do PEG1450
ao sistema. Entretanto, analisando todos os sistemas com PEG, nota-se uma tendéncia do
aumento do rendimento com o aumento da massa molar do PEG. Esse resultado pode se dar
devido ao maior tamanho da cadeia de PEG, e consequente maior dificuldade de ser removido
através da didlise. Portanto, a tendéncia indica uma maior presenca percentual de PEG nos

sistemas onde o PEG possui a maior cadeia.
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Ja os sistemas com 5-FU, tém seus resultados de rendimento, eficiéncia de

encapsulamento e capacidade de carreamento na Tabela 8:

Tabela 8 - Rendimento de obtenc¢ao, eficiéncia de encapsulamento e capacidade de carreamento
das nanoparticulas com 5-FU.

Sistemas Rendimento (%) E.E. (%) C.C. (%)
QT/TPF/5-FU 63 27,6 +£0,9 8,8+£0,3
QT/TPF/PEG1450
/5-FU 44 26,8 £0,2 12,2+ 0,1
QT/TPF/PEG3350
/5-FU 26 10,9+ 0,1 8,4+0,1
QT/TPF/PEG6000
/5-FU 19 9,3+0,3 9,7+£0,3

Fonte: dados da pesquisa.

O acréscimo de PEG no sistema ocasionou uma diminui¢cdo do rendimento nos
sistemas com PEG, o aumento do tamanho da cadeia de PEG proporcionou uma diminui¢ao no
rendimento. Essa diminui¢dao de rendimento acontece devido a maior presenga percentual de
PEG nas nanoparticulas. Como o encapsulamento ¢ realizado através da dispersdo das
nanoparticulas vazias em uma solu¢ao aquosa de 5-FU, uma parte do PEG presente na estrutura
da nanoparticula se solubiliza facilmente no meio.

A eficiéncia de encapsulamento, entre o sistema QT/TPF e o sistema
QT/TPF/PEG1450 nao houve uma diferenca significativa, sendo aproximadamente 27%, nos
outros dois sistemas com PEG, a eficiéncia de encapsulamento caiu para aproximadamente
10%, mostrando-se pouco eficientes para o encapsulamento.

Quanto a capacidade de carreamento, observa-se que os sistemas apresentaram
valores proximos a 9%, exceto o sistema QT/TPF/PEG1450 5-FU, que se destacou com
capacidade de carreamento de 12%. O sistema QT/TPF/PEG1450 destaca-se como o melhor
carreador de 5-FU dentre os avaliados.

Samy e colaboradores (2020) obtiveram uma eficiéncia de encapsulamento que
variou de 16 a 22% quando encapsulou 5-FU em um sistema correspondente de quitosana e
tripolifosfato de sddio numa propor¢ao 5:1, que ¢ uma eficiéncia menor que a obtida nesse
trabalho.

Radha e colaboradores (2023) obtiveram uma eficiéncia de encapsulamento de

84%, superior ao obtido neste sistema. Entretanto, a capacidade de carreamento foi de 9,3%,
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sendo bem proximo aos 8,8 % obtido no atual trabalho. Eles prepararam as nanoparticulas pelo
método de geleificacao ionotropica, variando a propor¢ao QT:TPF de 5:1 a 4:3, adicionando o

5-FU diretamente na solu¢do de QT na qual posteriormente foi gotejada a solucao de TPF.

5.3  FTIR dos materiais de partida e das nanoparticulas

O FTIR ¢ uma técnica utilizada como forma de identificar os grupos funcionais
presentes nos materiais precursores € os indicios de possiveis interagdes entre esses materiais
para a formacdo das nanoparticulas. O espectro de FTIR dos polietilenoglicois utilizados na
formagao das nanoparticulas encontra-se na Figura 9. O espectro mostra as bandas
caracteristicas em 962 cm™! e 842 cm™!, que sdo atribuidas ao estiramento C-H. Outra banda
caracteristica est4 presente em 1240 cm™!, atribuida ao estiramento do grupo C-O-H. As bandas
presentes em 1469 cm™! e 1344 cm™! sdo atribuidas ao dobramento dos grupos C-H (Jamarun,
Amelia, Rahmayeni, Septiani, & Sisca, 2023). A banda presente em 2879 cm ™' ¢ atribuida ao
estiramento do grupo C-H, enquanto a banda presente em 3421 cm™' é atribuida ao estiramento
do grupo O-H. Todos os tipos de PEG utilizados neste trabalho (PEG 1450, PEG 3350 e PEG
6000) apresentaram as bandas caracteristicas do material (Jamarun et al., 2023; Sowmya &

Panda, 2022; Yang et al., 2023).
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Figura 9 - Espectro de FTIR do PEG (de massa molar 1450, 3350 ¢ 6000 g mol ™).
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Fonte: dados da pesquisa.

Foi possivel também observar a diminui¢do da banda presente em 3421 cm™! com
o aumento do tamanho da cadeia de PEG. Essa diminui¢do se da devido a diminui¢do da
presenca da hidroxila terminal em relagdao aos outros componentes da cadeia, a medida que a
massa molar do polimero aumenta. Portanto, com o aumento da massa molar (PEG 1450, PEG
3350, PEG 6000), ocorre a diminui¢do da intensidade da banda em 3421 cm™! (Wenande &
Garvey, 2016).

Na Tabela 9 encontram-se algumas bandas caracteristicas do PEG com suas

atribuigdes.
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Tabela 9 - Niimero de onda e atribui¢do de algumas bandas de FTIR do PEG.

Numero de onda (cm™) Atribui¢iio
1469 Deformacao C-H
1344 Deformagao C-H
1242 Estiramento C-O-H
1103 C-0
962 Estiramento C-H
842 Estiramento C-H

Fonte: dados da pesquisa.

Os espectros de FTIR das nanoparticulas de QT/TPF, sem a presenca de PEG e 5-
FU exibiu um pequeno deslocamento as bandas em 1645 cm™' e 1547 cm ™.

O espectro encontra-se na Figura 10.

Figura 10 - Espectro de FTIR da nanoparticula QT/TPF com os materiais de partida.
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Esses deslocamentos sdo referentes as interagdes entre os grupamentos NH3"
presentes na quitosana com os grupamentos P3Oi1o>  presentes no tripolifosfato de sodio
utilizado na formagdo das nanoparticulas. Outra banda caracteristica também esta presente no
espectro das nanoparticulas em 1379 cm™' devido ao dobramento do -CH» presente na
quitosana. A banda em 894 cm™! presente no espectro do TPF também est4 presente no espectro
das nanoparticulas, sendo atribuida ao estiramento da ligacdo P-O (Yang et al., 2019).

Na Figura 11 pode-se observar os espectros de FTIR das nanoparticulas com QT,

TPF e PEG (1450, 3350 e 6000 g mol!) em sua composicio.

Figura 11 - Espectro de FTIR das nanoparticulas QT/TPF/PEG (1450, 3350 e 6000 g mol ).
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Fonte: dados da pesquisa.

Os espectros das nanoparticulas com PEG apresentam uma grande semelhanca com
os espectros dos respectivos PEGs utilizados, em especial na regido de 800 a 1400 cm™'. Essa
grande semelhanga aos espectros de PEG se da devido ao excesso de PEG em relagd@o aos outros

componentes presentes do sistema nanoparticulado. Algumas bandas caracteristicas da QT e do
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TPF também estdo presentes nos espectros das nanoparticulas, mesmo que de forma bem menos
intensa. A banda fraca em 889 cm™! nos espectros das nanoparticulas é atribuida ao estiramento
da ligacdo P-O presente também no espectro do TPF. As duas bandas fracas em 1544 cm ™!,
relativas ao grupo amino da QT, e em 1650 cm™' sdo atribuidas ao estiramento do grupo
carbonila C=0, caracteristico da amida I da quitosana.

Ap6s avaliar os sistemas sem PEG e com PEG, agora podemos avaliar todos os

sistemas com 5-FU carreado.

Figura 12 - Espectro de FTIR do 5-FU, QT/TPF e QT/TPF/5-FU.
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Fonte: dados da pesquisa.

Os espectros de FTIR da QT/TPF/5-FU (Figura 12) exibem algumas bandas
caracteristicas do 5-FU em 1722 cm™
(Cheralayikkal, Manoj, & Safna Hussan, 2022; Rajaei et al., 2023), em 1659 cm™, atribuida ao

estiramento da ligagdo C=0 (Radha et al., 2023; Ugorji et al., 2022). A banda em 1247 cm™! é

atribuida ao grupo amida ciclico do farmaco



50

atribuida ao estiramento da ligagio C-N (Ugorji et al., 2022) e a banda em 815 cm™! ao
estiramento da ligacdo C-F (Cheralayikkal et al., 2022).

Os espectros das nanoparticulas com PEG e 5-FU encontram-se na Figura 13.

Figura 13 - Espectros de FTIR do 5-FU, dos materiais de partida e das nanoparticulas com 5-
FU carreado.
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Fonte: dados da pesquisa.

Os espectros de FTIR das nanoparticulas com PEG (1450, 3350 e 6000 g mol ') e
carreado com 5-FU apresentam perfil diferente das nanoparticulas, se comparado com seus
correspondentes sem o PEG. Nas nanoparticulas sem o 5-FU, os espectros apresentaram uma
forte semelhanga com os espectros de FTIR do proprio PEG, devido a sua presenca em excesso
na producdo da nanoparticula. Ja nas nanoparticulas com 5-FU, essa semelhan¢a diminuiu,
devido a menor propor¢ao de PEG na estrutura das nanoparticulas com 5-FU. Essa diminui¢ao

ocorre devido a metodologia utilizada para o encapsulamento do 5-FU, que dispersa as
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nanoparticulas em uma solug¢do aquosa do farmaco. E ja que o PEG ¢ muito solivel em 4gua,
ocorre uma perda de PEG para a solugao, tornando o sistema com uma menor propor¢ao do
polimero sintético.

Os espectros de FTIR dos sistemas com PEG e 5-FU apresentaram bandas
caracteristicas do fArmaco. Pode-se observar a banda que mais se destaca em 1659 cm™!, sendo
atribuida ao estiramento C=0, juntamente com o ombro em 1722 cm™!, também atribuido ao
grupo cetonico ciclico. Outra banda que se destaca é em 1247 cm™', sendo atribuida ao
estiramento na ligagio C-N, e por ultimo, uma banda de baixa intensidade em 1430 cm !,
atribuida ao dobramento da ligagdo C-F.

A fim de visualizar a presenca de todos os materiais de partida nos sistemas
nanoparticulados com 5-FU, foi selecionado o sistema QT/TPF/PEG1450/5-FU como exemplo
(Figura 14).

Figura 14 - Espectro de FTIR do sistema QT/TPF/PEG1450/5-FU e seus materiais de partida.
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Fonte: dados da pesquisa.

Nota-se a presenca das bandas caracteristicas de todos os materiais de partida no

sistema nanoparticulado. Em 3420 cm™' a presenca da banda de forte intensidade ¢ atribuida ao
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estiramento da ligagdo O-H e N-H presente na QT. Em 2887-2903 cm ™! sdo bandas atribuidas
a0 estiramento simétricos e assimétricos das ligacdes C-H. A banda intensa em 1659 cm™' é
atribuida ao estiramento da ligagdo C=0, presente na QT e no farmaco 5-FU. Em 1247 cm™' ¢
possivel observar a presenca de uma banda de fraca intensidade, que ¢ atribuida ao estiramento
na ligacdo simples entre C-N presente no farmaco. No espectro de FTIR das nanoparticulas
com 5-FU, na regido entre 1200 e 750 cm ! é possivel observar diversas bandas que sdo oriundas

dos materiais de partida.

5.4  RMN das nanoparticulas

A analise de RMN de protons de nanomateriais a base de PEG fornece informagdes
sobre a conformagdo das particulas em meios de dispersdo, conforme descrito por Hrkach e
colaboradores (1997). Essa analise emprega dois solventes diferentes, como D.O e DCI, para
estudar sistemas como nanoparticulas de QT/TPF/PEG. Essas nanoparticulas consistem
tipicamente em um nucleo de QT/TPF/PEG cercado por cadeias de PEG estendidas, formando
uma corona.

Nos espectros de 'H RMN das nanoparticulas solubilizadas em D-O, os sinais
correspondentes ao QT ou ao PEG interno estdo ausentes, restando visiveis apenas os sinais do
PEG na corona (Figs. 7-9). Por outro lado, o DCI dissolve a particula inteira, permitindo a
deteccao de ambos os componentes, CS e PEG, nas nanoparticulas contendo PEG.

Nos espectros de DCI, observam-se sinais caracteristicos dos polimeros
precursores. Para o QT, os dubletos entre 6 4,92 - 4,93 ppm e 4,65 - 4,63 ppm correspondem
aos hidrogénios anoméricos das unidades de B-D-glucosamina e N-acetil-B-D-glucosamina
residuais, respectivamente. No residuo acetilado, um tripleto em 6 3,26-3,22 ppm ¢ atribuido
ao hidrogénio metinico (H2), enquanto um singleto em 6 2,06 ppm surge dos hidrogénios
metilicos do grupo amida (Oliveira et al., 2023).

Os sinais de PEG incluem um pico intenso em 6 3,68 ppm, associado as unidades
de etileno repetidas (Li et al., 2024), e tripletos em 6 3,83 — 3,81 ppm, 3,63 — 3,61 ppm e 3,54
— 3,52 ppm, atribuidos aos hidrogénios terminais do metileno, separados por uma ligagao (J =
5 Hz).

Nos espectros em D20, os sinais sdo dominados por PEG na corona, uma vez que
o nucleo, composto por QT, TPF e PEG, permanece indetectdvel devido a sua internalizagdo.
Nessa estrutura, as cadeias de PEG se estendem para fora, com uma extremidade ancorada no

nucleo e a outra interagindo com o solvente.
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Ao analisar a integragdo relativa dos sinais de PEG nos espectros de DO e DCI, ¢
possivel estimar o contetdo de polimero na corona e no nucleo usando as Equagdes (16) e (17).
As ressonancias em o 3,68 ppm (unidades de etileno) e & 3,63-3,61 ppm (metileno terminal)
sdo usadas especificamente para este calculo. A razdo de integracdo 1:2 corresponde aos quatro
atomos de hidrogénio das unidades de etileno e aos dois 4tomos de hidrogénio do grupo

metileno terminal.

. 1 Area superficial em 3.68 ppm 1 Area superficial em 3.68 ppm
PEG superficial (%) = |- X ¢ per/ ppm) Y RO perf ppm) % 100 (16)
2" (Areasuperficial em 3.63-3.61ppm)[p0 ~ |2~ (Area superficial em 3.63—3.61 ppm)|pci(aq)

PEG interno (%) = 100 — PEG superficial (%) (17)

Os valores de area nos espectros de RMN sao influenciados exclusivamente pelo
PEG que interage com o solvente, seja em estado dissolvido ou em conformagao estendida. Na
solugdo de DCI, o PEG esta totalmente dissolvido e, portanto, a drea medida corresponde a todo
o conteudo do polimero (100%). Em contraste, no D20, onde as nanoparticulas mantém sua
integridade estrutural, a area determinada reflete apenas as cadeias de PEG estendidas na

superficie da particula. Os resultados encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Distribui¢do de PEG no nucleo e no revestimento da nanoparticula.

PEG no revestimento

Amostras PEG no nucleo (m/m%)
(m/m %)
QT/TPF/PEG1450 49,4 50,6
QT/TPF/PEG3350 66,7 33,3
QT/TPEF/PEG6000 53,8 46,2

Fonte: dados da pesquisa.

Com base na Tabela 10, observou-se que a distribuicdo de PEG entre a coroa e o
nucleo das nanoparticulas depende da massa molar do PEG. No caso do QT/TPF/PEG1450, o
sistema parece atingir um equilibrio entre os modos nucleo e coroa. Para o QT/TPF/PEG3350,
o equilibrio desloca-se para o0 modo coroa, provavelmente devido ao aumento do comprimento
da cadeia do PEG, que dificulta estericamente sua deposi¢ao dentro do nucleo. No entanto, essa
tendéncia ndo pode ser confirmada para o QT/TPF/PEG6000. Neste sistema, a mobilidade
reduzida do polimero atenua o efeito de impedimento estérico, levando a um aumento na

porcentagem de revestimento de PEG.
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A conformagdo nucleo-coroa das nanoparticulas foi bem documentada em muitos
materiais a base de PEG, com o PEG formando predominantemente uma coroa externa. Por
exemplo, Shin e colaboradores (2022) demonstraram essa conformagao estimando a propor¢ao
de PEG exposta em um nucleo de poli(lactideo) (PLA) em particulas de PEG-PLA usando RMN
de 'H, relatando porcentagens de exposi¢do superiores a 80% para seus sistemas. Isso estd
alinhado com os resultados dos sistemas QT/TPF/PEG desenvolvidos, corroborando a
prevaléncia de PEG na superficie das particulas. Os espectros de RMN das nanoparticulas com

PEG encontram-se nas Figuras 15-17.
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Figura 15 — Espectro de RMN 'H para QT/TPF/PEG1450 em solugio de DCI (A) e D,O (B) a
80°C.
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Figura 16 - Espectro de RMN 'H para QT/TPF/PEG3350 em solucio de DCI (A) e D2O (B) a
80°C.
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Figura 17 - Espectro de RMN 'H para QT/TPF/PEG6000 em solucido de DCI (A) e D2O (B) a
80°C.
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Fonte: dados da pesquisa.

5.5  Espalhamento Dinidmico de Luz (EDL)

Os sistemas foram analisados a fim de determinar o tamanho hidrodinamico, o
Indice de Polidispersao (IPD) e a carga superficial das nanoparticulas (Potencial Zeta). A
distribui¢do de tamanho dos sistemas sem 5-FU encontra-se na Figura 18 enquanto os valores

de diametro, IPD e potencial zeta encontram-se na Tabela 11:
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Figura 18 - Grafico de distribuicdo da intensidade do tamanho de particula da QT/TPF (A),
QT/TPF/PEG1450 (B), QT/TPF/PEG3350 (C) e QT/TPF/PEG6000 (D).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Tabela 10 — Didgmetro, Indice de Polidispersio e potencial zeta dos sistemas nanoparticulados

sem 5-FU.
Amosra | Tamanbee | wp | P e
QT/TPF 146 +£2 0,214 + 0,009 +27,2+£0,3
QT/TPF/PEG1450 196 + 1 0,215+ 0,008 +25,6 £0,3
QT/TPF/PEG3350 248 £ 1 0,215+ 0,038 +24,3 £0,1
QT/TPF/PEG6000 303 £8 0,262 + 0,038 +22,4+0,7

Fonte: dados da pesquisa.
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Na Tabela 11, pode-se observar os valores de didmetro, IPD e potencial zeta das
nanoparticulas sem 5-FU. Todos os sistemas apresentaram perfil de distribui¢ao unimodal. A
adicado de PEG no sistema ocasionou um aumento do didmetro hidrodindmico das
nanoparticulas, partindo de aproximadamente 150 nm para aproximadamente 196 nm. Samy e
colaboradores (2020) obtiveram didmetros e IPD maiores quando prepararam nanoparticulas a
partir de quitosana e tripolifosfato pela técnica de gelifica¢do i6nica, utilizando quitosana de
diferentes massas molares, os valores de didmetros variaram de 480 a 631 nm, com IPD
variando de 0,234 a 0,380. Numeros maiores que os obtidos por este trabalho também foram
observados nas nanoparticulas com quitosana de massa molar maior, relagdo parecida com o
obtido por este trabalho, j4 que o tamanho da nanoparticula aumentou com o aumento do
tamanho da PEG. Esse efeito no tamanho da nanoparticula € esperado, j4 que uma maior cadeia
se organizara de forma diferente em solugao.

Observa-se que as amostras QT/TPF/PEG3350 e QT/TPF/PEG6000 apresentaram
um aumento de tamanho mais expressivo, de 146 para 248 nm e 303 nm, respectivamente.
Quanto ao potencial zeta, todas as amostras apresentaram carga superficial maior que 20 mV.
Pode-se observar também que o acréscimo de PEG no sistema ocasionou uma pequena
diminuicao na carga superficial da nanoparticula. Analisando os sistemas com PEG nota-se uma
diminuicao da carga superficial com o aumento da cadeia de PEG.

A principio, buscou-se avaliar a influéncia da presenga de PEG nas nanoparticulas
e como o tamanho da cadeia de PEG pode influenciar nas caracteristicas da nanoparticula.

A distribuicdo de tamanho das particulas dos sistemas com 5-FU pode sofrer
alteracao devido ao carreamento do 5-FU. A distribui¢do de tamanho das nanoparticulas

carreadas com 5-FU esté4 na Figura 19.
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Figura 19 - Grafico de distribui¢do do tamanho de particula da QT/TPF/5-FU (A),
QT/TPF/PEG1450/5-FU (B), QT/TPF/PEG3350/5-FU (C) e QT/TPF/PEG6000/5-FU (D).
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Fonte: dados da pesquisa.
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Os sistemas QT/TPF/5-FU e QT/TPF/PEG1450/5-FU apresentaram distribuigdo
bimodal, enquanto os outros dois sistemas nanoparticulados, QT/TPF/PEG3350/5-FU e

QT/TPF/PEG6000/5-FU, apresentaram distribui¢des unimodais. Comparando a distribui¢ao

dos sistemas com farmaco, pode-se notar que apenas o sistema sem PEG apresentou um

aumento de didmetro com o encapsulamento do 5-FU, enquanto os outros 3 sistemas com PEG

apresentaram uma diminui¢@o no seu didmetro.

Na Tabela 12 encontram-se os valores de tamanho (didmetro), IPD e potencial zeta

dos sistemas com 5-FU.
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Tabela 11 - Didmetro, Indice de Polidispersdo e potencial zeta dos sistemas nanoparticulados

com 5-FU.
Amosra | Tamebede ) || P e
QT/TPF/5-FU 36334((1863”28@) 0,448 + 0,008 +28,3+0,2
QT/TPFPEG1450/5-FU 233 863’70/22)) 0,432+ 0,011 +27,2+£0,3
QT/TPF/PEG3350/5-FU 401 (100 %) 0,213 +£0,076 +32,3+0,2
QT/TPF/PEG6000/5-FU 259 (100 %) 0,317 £ 0,032 +38,5+£0,1

Fonte: dados da pesquisa.

Os sistemas com PEG apresentaram comportamentos diferentes no diametro da
nanoparticula, quando encapsulado o 5-FU. O sistema QT/TPF/PEG1450/5-FU apresentou uma
pequena diminui¢do em seu didmetro, enquanto os outros sistemas apresentaram um aumento
no didmetro. Sun e colaboradores (2017) também observaram um pequeno aumento do tamanho
da nanoparticula preparada com quitosana e tripolifosfato no encapsulamento de 5-FU, partindo
de 273 nm para 284 nm. Eles prepararam as nanoparticulas com propor¢cdao QT:TPF em 5:1, e
obtiveram eficiéncia de encapsulamento médio de 43% e capacidade de carreamento variando
de 7220 %.

Pode-se notar um aumento nas cargas superficiais das nanoparticulas com o
farmaco, o que confere uma maior estabilidade as nanoparticulas em solug¢ao. Todos os sistemas
apresentaram carga superficial positiva, que € ideal para aplicagdo anticancer, devido a carga

negativa da membrana da célula cancerosa (Sethi, Ahmad, & Khan, 2019).

5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os quatro sistemas nanoparticulados, um sem PEG e trés com PEG, foram
analisados morfologicamente utilizando Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 20).
Todos os sistemas apresentaram morfologia predominantemente esférica. Uma notavel redugao
na aglomeracao das nanoparticulas foi observada quando comparados o sistema sem PEG com
aqueles contendo PEG, provavelmente sendo atribuido a incorporagdo do PEG na estrutura das

nanoparticulas.
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O didmetro das nanoparticulas foi medido através das micrografias do MEV, os
resultados estdo sumarizados na Tabela 13. Os dados mostram que a nanoparticula sem PEG
exibiu o maior didmetro dentre os quatro sistemas analisados, mas a diferenga entre o didmetro

das nanoparticulas ndo foi estatisticamente significativa.

Figura 20 - Micrografia das nanoparticulas dos sistemas (a) QT/TPF, (b) QT/TPF/PEG1450,
(c) QT/TPF/PEG3350 e (d) QT/TPF/PEG6000.

Fonte: dados da pesquisa.

O diametro das nanoparticulas a partir da Microscopia Eletronica de Varredura foi
estimado através das andlises das imagens pelo Software ImageJ, tendo o nimero de medidas

igual a 30 (n = 30). Os resultados encontram-se na Tabela 13.
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Tabela 13 - Diametro das nanoparticulas determinado por MEV.

Sistema Diametro (nm)

QT/TPF 53,8+5,3
QT/TPF/PEG1450 456 +53
QT/TPF/PEG3350 46,5+ 6,9
QT/TPF/PEG6000 49,7+3,7

Fonte: dados da pesquisa.

Quando comparados com os diametros obtidos via espalhamento dinamico de luz,
os diametros obtidos por MEV s3o menores, como era esperado. Essa diferen¢a surge devido
as diferentes metodologias de andlise: o espalhamento dindmico de luz mede o didmetro
hidrodinamico das nanoparticulas em meio aquoso demonstrando o tamanho da particula
juntamente com qualquer solvatacdo e moléculas ligada a superficie, enquanto o MEV fornece

o diametro das particulas secas, excluindo tais efeitos.

5.7  Analise Termogravimétrica

O termograma da quitosana estd na Figura 21A, exibindo trés eventos
caracteristicos de perda de massa. O primeiro evento, ocorre entre 40 - 120 °C, correspondente
a evaporagao da umidade devido a perda de agua. O segundo evento, observado entre 220 - 380
°C, ¢ atribuido a desacetilagdo e a clivagem das liga¢des glicosidicas do polissacarideo. O
terceiro evento, ocorrendo entre 400 - 600 °C, ¢ associado a degradagao dos anéis piranosidicos
e do carbono residual. Os resultados encontrados vao ao encontro aos resultados obtidos por
Hao e colaboradores (2017). Quatro eventos distintos de perda de massa foram observados no
termograma das nanoparticulas sem PEG na faixa de 25 - 800 °C (Figura 21B). Esses eventos
sdo atribuidos principalmente a degrada¢dao da quitosana, ja que o tripolifosfato ndo sofre
degradacao térmica significante nessa faixa de temperatura.

Os termogramas do PEG com massa molar de 1450, 3350 e 6000 g mol™
apresentam apenas um evento de perda de massa entre 200 - 400 °C, evento correspondente a
decomposic¢do da estrutura do PEG, incluindo as fases semicristalina e amorfas. Os resultados

estdo alinhados com os reportados por Sandoval-Garcia e colaboradores (2022) e Leelaruedee

e colaboradores (2017).



Figura 21 - TG e DTG da QT (A), TPF (B), PEG1450 (C), PEG6000 (D), QT/TPF (E),

QT/TPF/PEG1450 (F), QT/TPF/PEG3350 (G) e QT/TPF/PEG6000 (H).
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Através da correcdo da umidade das amostras que foram determinadas pela TGA e
normalizando a composicdao para 100%, a composi¢do das nanoparticulas com PEG foram

calculadas e estdo presentes na Tabela 14 a seguir.

Tabela 12 - Composi¢ao normalizada das nanoparticulas com PEG.

Composicao (massa %)
Sistema
PEG QT TPF
QT/TPF/PEG1450 75 20 5
QT/TPF/PEG3350 80 17 3
QT/TPF/PEG6000 84 14 2

Fonte: dados da pesquisa.

5.8 Estabilidade em solucao

A estabilidade das nanoparticulas em solugdo aquosa foi avaliada apenas para os
sistemas com PEG em sua composicdo, pois a nanoparticula sem PEG ndo apresenta
estabilidade em solugdo. Tsai e colaboradores (2011) estudaram a estabilidade de nanoparticulas
de quitosana e tripolifosfato, mas ndo em agua, e sim em tampao fosfato (pH 7,4). Todos os
sistemas contendo PEG apresentaram comportamento inicial semelhante em solugdo. O

resultado do ensaio encontra-se na Figura 22.
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Figura 22 - Estabilidade das nanoparticulas com PEG em solugdo aquosa a 4 °C.
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Fonte: dados da pesquisa.

Apds uma semana foi observado uma diminuicao significativa no diametro das
nanoparticulas, sendo atribuido a provavel perda de parte do PEG da estrutura. Da primeira a
décima semana o diametro dos sistemas de nanoparticulas QT/TPF/PEG3350 e
QT/TPF/PEG6000 tendeu a se estabilizar. Em contraste, o sistema das nanoparticulas
QT/TPF/PEG1450 manteve um didmetro estdvel entre a segunda e a sexta semana, até
apresentarem uma nova reducdo de didmetro e se estabilizar nas quatro Ultimas semanas de
ensaio. Este sistema apresenta uma maior porcentagem de PEG em sua estrutura, fazendo com
que apresente esse comportamento unico. O menor diametro sugere que uma parte das
moléculas de PEG pode se depositar inicialmente na camada externa da nanoparticula,

desprendendo-se gradualmente, levando assim a diminui¢ao observada no tamanho.
5.9 Ensaio de adsorcao de BSA
As nanoparticulas com e sem PEG foram analisados por Espalhamento Dinamico

de Luz logo apds a mistura com BSA e apds 5 horas da mistura. As distribui¢cdes de tamanho

estao destacadas na Figura 23 e o tamanho das nanoparticulas estdo na Tabela 15.
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Figura 23 - A distribui¢@o de tamanho das nanoparticulas na presenca de ASB para o sistema
QT/TPF e os QT/TPF/PEG1450, QT/TPF/PEG3350 e QT/TPF/PEG6000.
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 13 - Parametros de adsor¢do de BSA na nanoparticula em tampao fostato (pH 7,4/ 0,1

mol L)
Tamanho mol PEG
. 0
Sistemas (d.nm) ATamanho PEG % PEGY corona/ 100 g
Oh 5h (nm) corona NP
QT/TPF 502 957 + 455 0 0 0
QT/TPF/PEG1450 459 405 -54 65 49 25,5x 1073
QT/TPF/PEG3350 465 509 + 46 71 67 8,1x107
QT/TPF/PEG6000 498 565 + 67 78 54 4,0x 1073

Fonte: dados da pesquisa.
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Uma distribuicdo bimodal foi observada, com tamanho médio do ASB
aproximadamente de 10 nm e das nanoparticulas aproximadamente 500 nm. A nanoparticula
sem PEG apresentou um aumento significativo no tamanho, indicando uma adsor¢ao
substancial da proteina. No entanto, as nanoparticulas com PEG1450 ndo apresentaram
aumento no tamanho de particula, confirmando que a adsor¢do ndo ocorreu. Ja nas
nanoparticulas com PEG3350 e PEG6000 foi observado um leve aumento no didmetro,
sugerindo uma adsor¢ao minima de ASB.

O estudo de adsorc¢do de proteinas ¢ essencial para a compreensao de interagao entre
nanoparticulas e proteinas, principalmente no contexto da administracdo intravenosa. A
interacdo entre proteinas e as nanoparticulas pode desencadear uma resposta imunologica mais
rapida, levando a uma absor¢do pelo sistema reticulo endotelial, acelerando a sua eliminagao
do organismo (Suvarna et al., 2018).

A Figura 24 ilustra a interag@o entre as nanoparticulas e o ASB.

Figura 24 - Estrutura proposta para nanoparticulas de QT/TPF, QT/TPF/PEG e NP-ASB
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Fonte: dados da pesquisa.
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As nanoparticulas com revestimento de PEG se mostraram menos propensas a
adsor¢ao de proteinas, o que pode prolongar o seu tempo de circulagdao na corrente sanguinea
(efeito furtivo). Assim, essa caracteristica torna as nanoparticulas com PEG mais vantajosas

para aplicacdo em sistemas de liberagdo controlada de farmacos.

5.10 Caracterizacdo do material encapsulado

A partir das nanoparticulas produzidas anteriormente, QT/TPF, QT/TPF/PEG1450,
QT/TPF/PEG3350 e QT/TPF/PEG6000, foram obtidas as nanoparticulas com 5-FU, sendo
denominadas:  QT/TPF/5-FU, QT/TPF/PEG1450/5-FU,  QT/TPF/PEG3350/5-FU e
QT/TPF/PEG6000/5-FU. Todos os sistemas foram analisados quanto a estabilidade térmica,

liberacao in vitro, morfologia e interagdo com a proteina ASB.

5.10.1 Estabilidade térmica

Os termogramas das nanoparticulas com 5-FU fornecem informagdes importantes

como a estabilidade térmica do sistema € um aumento na estabilidade térmica do farmaco

encapsulado. O termograma das nanoparticulas com 5-FU encontram-se na Figura 25.
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Figura 25 - TG e DTG do 5-FU (A), QT/TPF/5-FU (B), QT/TPF/PEG1450/5-FU (C),
QT/TPF/PEG3350/5-FU (D), QT/TPF/PEG6000/5-FU (E).
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Analisando o TG e DTG do 5-FU (Fig. 24A) observa-se um unico evento de

degradacdao com pico em 323 °C. Esse evento de degradagdo j& foi relatado na literatura na

mesma regiao, como o resultado encontrado por Hasanin e colaboradores (2022). Entretanto,

quando os termogramas das nanoparticulas carreadas com 5-FU sdo analisados, esse evento de

degradagdo do 5-FU ndo ¢ bem definido, porém nota-se que ele se estende até aproximadamente

400 °C. Essa degradacao mais lenta do 5-FU nas nanoparticulas se da devido a interagdo entre
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o 5-FU e a QT presente na nanoparticula e sua parte encapsulada. Enquanto a por¢ao de 5-FU
presente na superficie da nanoparticula se degrada na regiao préxima ao do 5-FU livre.
Devido a sobreposi¢dao dos eventos de degradacdo entre os componentes das
nanoparticulas com 5-FU, ndo foi possivel estimar a composi¢do de todos os sistemas. As
regides dos eventos de degradagcdo dos componentes da nanoparticula encontram-se na Tabela

16.

Tabela 14 — Temperatura maxima do evento de decomposi¢cdo dos componentes da
nanoparticula.

Componente 1° Evento 2° Evento 3° Evento
QT 74 °C 288 °C 505 °C
PEG 60 °C 286 °C
5-FU 325°C

Fonte: dados da pesquisa.

Quando os termogramas das nanoparticulas com 5-FU sdo comparados com os
termogramas das respectivas nanoparticulas sem o fArmaco € possivel observar, que numa
mesma temperatura, a nanoparticula com farmaco apresenta uma maior massa. O aumento da
estabilidade térmica das nanoparticulas com a adi¢do de um farmaco na composicdo ja foi
relatado na literatura, como mostra os resultados obtidos por Melo e colaboradores (2021)
quando produziu nanoparticulas a base de quitosana, tripolifosfato e PEG 8000 pela técnica de

geleificagdo i0nica, para o encapsulamento de Indol-3-carbinol.
5.10.2 Liberacao in vitro de 5-FU
A fim de simular a forma de libera¢do do 5-FU das nanoparticulas, realizou-se um

estudo de liberagao in vitro em pH 7,4. Os pertfis de liberagao dos farmacos encontram-se na

Figura 26.
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Figura 26 - Perfil de liberacdo in vitro do 5-FU livre, QT/TPF/5-FU, QT/TPF/PEG1450/5-FU,
QT/TPF/PEG3350/5-FU e QT/TPF/PEG6000/5-FU em tampdo fosfato 0,1 mol L™!, pH 7,4.
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Fonte: dados da pesquisa.

Analisando os perfis de liberacao, foi possivel notar que o 5-FU nao encapsulado
foi liberado mais rapidamente através da membrana quando comparado com os sistemas
nanoparticulados. Este resultado era esperado devido ao fdrmaco possuir uma baixa massa
molar (130 g mol™"), facilitando assim sua passagem através dos poros da membrana.
Entretanto, quando observados os perfis de liberacao dos farmacos encapsulados, ¢ possivel
notar uma semelhanga entre eles. Todos os sistemas nanoparticulados apresentam um perfil
inicial de burst release, onde aproximadamente 50% do firmaco encapsulado ¢ liberado na
primeira hora de liberagdo. Isso ocorre devido a presenca de fArmaco carreado na parte externa
da nanoparticula.

Esse grande teor de farmaco carreado na area externa da nanoparticula se deve a
metodologia utilizada para o encapsulamento, onde as nanoparticulas vazias sdo dispersas em
uma solu¢do concentrada de 5-FU por 24 h, ap6s esse periodo sdo centrifugadas e secas por

liofilizagdo. Assim, uma parte do farmaco permeia a estrutura da nanoparticula enquanto outra
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parte permanece na superficie. Apesar do efeito de burst release, essa metodologia mostrou-se
positiva, pois foi possivel alcangar proximo a 28% de eficiéncia de encapsulamento e mais de
12% de capacidade de carreamento do farmaco.

Apbs a primeira hora de liberagdo, os perfis de liberagao das nanoparticulas seguem
semelhante, apresentando um maior controle de liberagao, liberando totalmente o farmaco com
48 h de ensaio in vitro. Para que seja possivel a andlise do mecanismo que ocorre para a
liberacao do 5-FU de dentro das nanoparticulas, foi feito um estudo cinético de liberacao
utilizando 5 modelos matematicos a fim de analisar qual modelo mais se adequa ao sistema
utilizado no encapsulamento do 5-FU. A liberacdo in vitro dos sistemas foram analisados
cineticamente nos seguintes modelos: ordem zero, primeira ordem, Higuchi, Hixson-Crowell,
Korsmeyer-Peppas e Zeng. Os resultados da analise cinética como: constante e o coeficiente de
correlagio (R?) dos modelos ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell
encontram-se na Tabela 17. Os graficos com resultados observados e os previstos pelos modelos

encontram-se em Anexo (Apéndice A-D).

Tabela 15 - Constantes de liberagao e coeficientes de correlagdao das equagdes matematicas dos
modelos: Ordem zero, Primeira ordem, Higucchi e Hixson-Crowell, aplicados a liberagcdo do
5-FU nos sistemas sem PEG e com PEG (1450, 3350 e 6000 g mol ).

Primeira . . Hixson-
Ordem zero ordem Higuchi Crowell
Amostra k Ky knc
R  ko(h) | R ! R’ - R? -
o(h™) () (h1?) (h3)
T 07132 0,00004 | 0,5882 0,0075 | 0,8904 0,0996 | 0,6333 0,0008
QUIPTIPEOI0 05570 0,001 | 0,499 0,0071 | 0.8000 0,1002 | 0.4859 00010
QUIPTIPEG3330T 06496 0,0002 | 05006 0.0083 | 0.8651 0,1072 | 0,515 0,0014
QUIPEELOO090 10,5620 0,0002 | 04455 00061 | 07899 0.0877 | 0.4842 00010

Fonte: dados da pesquisa.

Os modelos cinéticos de Korsmeyer-Peppas e Zeng possuem mais parametros a
serem analisados, como: o expoente de liberagdo (n) para o modelo de Korsmeyer-Peppas e as
outras constantes do modelo de Zeng (kon, Kotr € ks). Os resultados da analise cinética destes

modelos encontram-se nas Tabelas 18 e 19, respectivamente.
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Tabela 16 - Constantes de liberacdo e coeficiente de correlacdo das equacdes matematicas do
modelo Korsmeyer-Peppas aplicadas a liberacao de 5-FU.

Korsmeyer-Peppas

Amostra R2 k() N
QT/TPF/5-FU 0,9491 0,4937 0,1938
QT/TPF/PEG1450/5-FU 0,9344 0,5151 0,2079
QT/TPF/PEG3350/5-FU 0,9589 0,4543 0,2323
QT/TPF/PEG6000/5-FU 0,9314 0,5502 0,1784

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 17 - Constantes de liberacdo e coeficiente de correlagdo da equagdo matematica do
modelo de Zeng e AG aplicadas a liberagao de 5-FU.

Zeng
Amostra
R? kon(h™")  kor(h))  ke(h)  AG(1022))
QT/TPF/5-FU 0,9846 0,0684 0,0738 3,822 3,25
QT/TPF/PEG1450/5-FU| 0,9978 0,0798 0,0847 2,728 2,55
QT/TPF/PEG3350/5-FU| 0,9981 0,1101 0,1326 3216 7,95
QT/TPF/PEG6000/5-FU |  0,9975 0,0535 0,0899 3,1 22,20

Fonte: dados da pesquisa.

Dentre os 5 modelos cinéticos iniciais utilizados para estudo (ordem zero, primeira

ordem, Higuchi, Hixson-Crowell e Korsmeyer-Peppas), para todos os sistemas de liberagao, o

que mais se adequou foi o modelo de Korsmeyer-Peppas. Este modelo cinético ¢ muito

completo, pois a partir da analise matematica € possivel estimar o mecanismo de liberacdo a

partir do expoente de liberagdao (n). O modelo de Korsmeyer-Peppas ¢ comumente utilizado a

liberacao de farmacos de estruturas poliméricas, principalmente quando o mecanismo de

liberagdo ndo ¢ bem estabelecido em literatura ou quando hd mais de um mecanismo de

liberagdo ocorrendo no mesmo sistema (Costa & Lobo, 2001). Todos os sistemas apresentaram

coeficiente de correlagdo (R?) acima de 0,93, o que indica uma boa adequagio dos dados de
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liberacdo aos valores previstos em modelo. Os valores do expoente de liberagdo de todos os
sistemas apresentaram valores abaixo de 0,500, o que indica que todos os sistemas realizam a
liberacao por difusao Fickiana (Korsmeyer et al., 1983).

Analisando individualmente o modelo cinético de Zeng, todos os sistemas
apresentaram coeficiente de correlacdo acima de 0,984. Esse modelo apresenta 3 constantes:
kon, kofr € ks. Observando as constantes, nota-se que ks ¢ muito maior que kon € muito maior que
kotr. Essa situacao em que: ks >>> kon € ks >>> kosr € bastante comum para sistemas carreadores
nanoparticulados. Haroosh e colaboradores (2013 & 2022) prepararam nanoparticulas
magnéticas de Ferro e membranas de nanofibras, ambos os sistemas para carreamento de
tetraciclina e ambos os sistemas apresentaram adequa¢do ao modelo de Zeng, apresentando ks
>>> Kon € ks >>> kot corroborando com os dados encontrados neste trabalho.

Os valores de AG > 0 indicam uma fraca interagdo entre o firmaco ¢ a matriz
carreadora (NP), o que justifica a rapida liberagdo do farmaco de dentro da matriz (100 % em
48 h). O aumento do valor de AG com o aumento da cadeia do PEG, indicando que o aumento
da cadeia de PEG desfavorece a interacao entre o farmaco e a matriz. Esse efeito também pode
ser observado com o crescimento relativo de kofr em relacdo a kon entre as nanoparticulas com
PEG.

O mecanismo de liberagao por difusdo Fickiana ¢ corroborado também pelo modelo
cinético de Higuchi, que apresentou o segundo melhor coeficiente de correlacdo para os
sistemas analisados. O modelo de Higuchi também ¢ baseado na liberagao de difusdo Fickiana.
Este modelo pode ser utilizado para farmacos soliveis ou insoliiveis em agua incorporadas em
matrizes carreadoras que podem ser solidas ou semissolidas.

Segundo Peppas, (1985) e Masaro e Zhu, (1999) o mecanismo de difusdo Fickiana
¢ observado em estruturas poliméricas quando a temperatura da analise esta acima da
temperatura de transicao vitrea (Tg) possibilitando que as cadeias poliméricas apresentem maior
mobilidade, permitindo uma maior permeabilidade do solvente. A difusdo Fickiana ¢
caracterizada pela taxa de difusdo do solvente mais lenta que a taxa de relaxamento do polimero.

Na literatura ja foram relatados resultados que corroboram os obtidos neste
trabalho. Nagarwal e colaboradores (2012) encapsularam o 5-FU em nanoparticulas de
quitosana e alginato através de gelificacdo i6nica induzida por cations bivalentes para o
encapsulamento do farmaco 5-FU a ser utilizado por administragdo ocular. As nanoparticulas
obtidas pelos pesquisadores apresentaram didmetro entre 320 e 500 nm, com eficiéncia de
encapsulamento e capacidade de carreamento nas faixas de 6,0 — 27% e 2,5 — 19%,

respectivamente. Eles obtiveram resultados de andlise cinética onde o modelo mais adequado
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aos resultados obtidos foi o de Higuchi, que também indica o mecanismo de difusdo Fickiana.
Quando analisados por Korsmeyer-Peppas, foram obtidos valores de expoente de liberagao
entre 0,399-0,498, também indicando um mecanismo de difusdo Fickiana.

Tian e colaboradores (2025) produziram nanoparticulas a partir de quitosana,
alginato e cloreto de cdalcio para encapsulamento de 5-FU, objetivando a aplicacdo
quimioterapica frente ao cancer colorretal. A propor¢do utilizada para a produgdo das
nanoparticulas foi de 6:6:1 (quitosana:alginato:cloreto de célcio), o didmetro das nanoparticulas
permaneceu na faixa de 200 — 330 nm com eficiéncia de encapsulamento e capacidade de
carreamento de 34,4 % e 11,8%, respectivamente. A liberacdo in vitro, realizada em pH 7,8,
apresentou maior correlacdo com os modelos de Ritger-Peppas que ¢ uma adaptagdo do modelo
cinético de Korsmeyer-Peppas, o coeficiente de correlacao obtido apresentou média de 0,950,
e valores de expoente de liberagdo abaixo de 0,500, indicando a predominancia do mecanismo
de liberacao por difusdo Fickiana.

O 5-FU apresenta tendéncia de liberagdo pelo mecanismo de liberagdo de difusao
Fickiana devido a sua baixa massa molar (130,1 g mol™), que favorece sua rapida difusdo por
meio das cadeias poliméricas estruturais da matriz carreadora durante o movimento de

relaxacdo das cadeias.

5.10.3 Analise morfologica das nanoparticulas

Os quatro sistemas nanoparticulados, todos com 5-FU, foram analisados
morfologicamente utilizando Microscopia Eletronica de Varredura (Figura 27). Todos os
sistemas apresentaram morfologia predominantemente esférica. Uma redugdo na aglomeragao
das nanoparticulas foi observada quando comparado o sistema sem PEG com aqueles contendo

PEG, provavelmente sendo atribuido a incorporagdao do PEG na estrutura das nanoparticulas.
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Figura 27 - Micrografia das nanoparticulas dos sistemas (a) QT/TPF/5-FU, (b)
QT/TPF/PEG1450/5-FU, (c) QT/TPF/PEG3350/5-FU e (d) QT/TPF/PEG6000/5-FU.

Fonte: dados da pesquisa.
O diametro das nanoparticulas a partir da Microscopia Eletronica de Varredura foi
estimado através das andlises das imagens pelo Software Imagel, tendo o numero de medidas

igual a 30 (n = 30). Os resultados encontram-se na Tabela 20.

Tabela 20 — Tamanho das nanoparticulas com 5-FU analisadas por MEV.

Sistema Diametro (nm)
QT/TPF/5-FU 61,3+6,8
QT/TPF/PEG1450/5-FU 475+54
QT/TPF/PEG3350/5-FU 51,8 +5,1
QT/TPF/PEG60005-FU 53,8+4,0

Fonte: dados da pesquisa.
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As nanoparticulas apresentaram um menor didmetro quando comparados com os
valores obtidos por espalhamento dinamico de luz, resultado ja esperado devido a diferenga na
natureza da analise, onde a microscopia eletronica de varredura € realizada com a amostra seca,
enquanto o espalhamento dindmico de luz ¢ realizado em meio aquoso, medindo assim o raio
hidrodindmico das nanoparticulas.

Quando comparados os valores dos diametros obtidos entre as nanoparticulas com
5-FU e sem 5-FU, ¢ possivel notar a permanéncia da tendéncia observada nas nanoparticulas
sem o farmaco encapsulado, onde a nanoparticula sem PEG tende a apresentar um maior
didmetro. As nanoparticulas com PEG apresentam um aumento do didmetro com massa molar
do PEG.

Quando comparados os sistemas com 5-FU com os respectivos sistemas sem
farmaco, € possivel observar um aumento do didmetro das nanoparticulas associado a presenga
de farmaco na estrutura. Apesar de haver uma perda de PEG nas nanoparticulas com 5-FU, o
acréscimo do farmaco na composi¢do favorece a um aumento dos respectivos diametros.
Kamaraj e colaboradores (2018) observaram esse efeito do aumento do diametro das
nanoparticulas em MEV com o encapsulamento de curcumina em nanoparticulas de quitosana

e vanilina.

5.10.4 Ensaio de interagdo com proteina

As nanoparticulas com 5-FU também foram avaliadas quanto a interacdo com a
proteina modelo (Albumina do Soro Bovino) e analisados por EDL. Os resultados de
distribui¢do de tamanho encontram-se na Figura 28 e os valores de didmetros encontram-se na

Tabela 21.
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Figura 18 - Distribui¢do de tamanho das nanoparticulas na presen¢a de ASB para o sistema
sem PEG e com os PEG1450, PEG3350 e PEG6000, todos os sistemas com 5-FU.
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 21 - Parametros de adsor¢do de ASB na nanoparticula com 5-FU.

Fonte

Tamanho
Sistema . l(ld' nm) o AT*(‘:I“H?)“"“ % PEG
QT/TPF/5-FU 229 451 +222 0
QT/TPF/PEG1450/5-FU 494 601 +107 16
QT/TPF/PEG3350/5-FU 405 280 —-125 25
QT/TPF/PEG6000/5-FU 833 741 -92 36

: dados da pesquisa.

Analisando os resultados, € possivel observar que a nanoparticula sem PEG, mesmo

com 5-FU, continua adsorvendo uma quantidade consideravel de proteina. Observando o
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diametro do sistema QT/TPF/PEG1450/5-FU, ha um aumento no diametro, indicando a
adsor¢ao da proteina, entretanto numa quantidade menor que o sistema sem PEG. Isso ocorre
devido a diminui¢cdo no teor de PEG presente na nanoparticula, quando comparado com o
sistema sem 5-FU. A diminuigao do teor de 65% para 16% ocasionou uma diminuicao do efeito
furtivo da nanoparticula. Ja os sistemas QT/TPF/PEG3350/5-FU e QT/TPF/PEG6000/5-FU

nao apresentaram indicios de adsor¢do de proteina.

5.10.5 Ensaio de citotoxicidade

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0. Os
valores das absorbancias foram transformados em porcentagem de inibi¢ao, baseado na média
da absorbancia do controle negativo. A concentracao inibitéria média capaz de provocar 50%
do efeito méaximo (Clso) com os respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foi obtida por
regressao ndo linear.

Todas os sistemas, com exce¢ao das nanoparticulas sem 5-FU: QT/TPF,
QT/TPF/PEG1450, QT/TPF/PEG3350 e QT/TPF/PEG6000, apresentaram efeitos citotdoxicos
nas trés linhagens testadas, com valores de Clso variando de 20,2 a 198,7 ug mL ..

O controle positivo apresentou valores de Clso de 4,8 pg mL™!, 4,0 ug mL™! e 200
ug mL! em HCT-116, L929 e MDA-MB-231, respectivamente. As amostras QT/TPF/5-FU,
QT/TPF/PEG1450/5-FU, QT/TPF/PEG3350/5-FU e QT/TPF/PEG6000/5-FU demonstraram
um perfil de seletividade quando comparado ao 5-FU. Em se tratando de citotoxicidade nas
linhagens de células tumorais a linhagem HCT-116 mostrou valores de Clso menores quando
comparado a linhagem MDA-MB-231.

A avaliagdo da atividade citotdxica das nanoparticulas frente as linhagens HCT-116,
MDA-MB-231 e L929 encontram-se na Tabela 22.

Os dados de viabilidade celular encontram-se em Anexo (Apéndice E-M).



Tabela 22 - Avaliagdo da atividade citotdxica das nanoparticulas frente as linhagens HCT-
116, MDA-MB-231 e 1.929, apo6s 72 horas de incubagdo determinado pelo método MTT.

Clso pg mL™!
0
AMOSTRAS Intervalo de confianca de 95%
Linhagens
HCT-116 L929 MDA-MB-231
5.FU 4,0 4,8 91,0
(3,9-5,0) (3,6-5,9) (79,9 - 98,2)
QT/TPF/5-FU 21,9 25,2 >500
(17,3 -28,1) (19,1-32.4)
QT/TPF >500 >500 >500
QT/TPF/PEG1450/ 244 39,6 198,7
5-FU
(17,9 - 32,7) (31,7-49,6) (188,2-213,2)
QT/TPF/PEG1450 >500 >500 >500
QT/TPF/PEG3350/ 20,2 26,2
>500
5-FU (16,9 - 24,3) (16,9 - 37,7)
QT/TPF/PEG3350 >500 >500 >500
QT/TPF/PEG6000/ 26,7 26,7
>500
5-FU (18,0 - 33,3) (20,8 - 34,1)
QT/TPF/PEG6000 >500 >500 >500
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Os valores de Clsg estdo apresentados em pg mL ! e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando
o programa GraphPad Prism Software versao 8.0.

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados mostraram que a linhagem de colon respondeu ao efeito citotoxico do 5-
FU livre com uma Clsp 4,8 ng mL™'. Este resultado est4d em consonancia com os relatos da
literatura, onde € possivel observar que a Clso calculada de 5-FU apos 4 dias de exposi¢do a
HCT-116 foi 0,193 pg mL™!' (Kamran et al., 2022; Tawfik et al., 2017). Estas observagdes
indicam que o efeito citotoxico do 5-FU ¢ mais dependente da exposi¢ao prolongada as células
do que da disponibilidade de concentracao mais elevada com exposi¢ao celular curta.

O 5-FU, um analogo da piramida que interfere na sintese do timidilato, possui amplo
espectro de efeito frente a tumores s6lidos. As limitagdes sdo meia-vida biologica curta devido
ao metabolismo rapido, absor¢ao oral incompleta e ndo uniforme devido ao metabolismo rapido
pela di-hidropiramidina desidrogenase e agdo nao seletiva contra células saudaveis (Li, Wang,
Jiang, & Guan, 2008). Assim, observamos uma baixa Clso em L929, o que vai de encontro ao

relatado na literatura, onde o 5-FU diminui a viabilidade em células ndo tumorais e apresenta
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baixa seletividade. O encapsulamento do 5-FU reduziu a atividade citotdxica, entretanto
melhorou a seletividade em L929.

O 5-FU ¢ amplamente utilizado no tratamento de muitos tipos de cancer, incluindo
cancer de mama (Sreekanth et al., 2011). Ele inibe o crescimento de células cancerigenas e
inicia a apoptose visando a timidilato sintase (TS), uma enzima crucial para a sintese de DNA, e
induzindo quebras de fita de DNA e RNA por incorporacao direta de nucleotideos fluorados
(Vinod, Maliekal, & Anto, 2013). Estudos in vitro e in vivo estabeleceram uma forte associagao
entre o aumento da expressdo de TS e o desenvolvimento de quimiorresisténcia ao 5-FU.
Multiplas investigagdes clinicas mostraram uma resposta melhorada a terapia baseada em 5-FU
em pacientes com baixa expressdao de TS nos tecidos tumorais (Chu et al., 2003).

Curiosamente, a linhagem MDA-MB-231 apresenta um perfil de resisténcia ao 5-
FU devido aos niveis de expressao de TS. Estudos relatam que o 5-FU ndo apresenta efeito
citotoxico em MDA-MB-231 em concentragdes abaixo de 26,02 ug mL™', por exemplo.
Roshanazadeh e colaboradores (2021) testaram o 5-FU livre com concentragdes variando entre
0,195 e 208,12 pug mL™! e demonstraram que este quimioterapico ndo apresenta efeito
significativo na inibi¢ao do crescimento de MDA-MB-231.

Os valores apresentados na Tabela 22 s3o relativos a massa geral do material.
Entretanto, quando analisamos as massas das nanoparticulas com 5-FU utilizadas em relagao a
sua capacidade de carreamento, ¢ possivel corrigir os valores das massas para as massas de 5-
FU presentes nas nanoparticulas. Assim € possivel avaliar o efeito do fdrmaco encapsulado. Os

dados corrigidos pela massa de 5-FU presente encontram-se na Tabela 23.
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Tabela 23 - Avaliagdo da atividade citotdxica das nanoparticulas frente as linhagens HCT-116,
MDA-MB-231 e 929, ap6s 72 horas de incubagdo determinado pelo método MTT em relagdo
a massa de 5-FU.

Clso pg mL™!
AMOSTRAS Intervalo de confianca de 95%
Linhagens
HCT-116 L929 MDA-MB-231
SFU 4,0 4,8 91,0
) (3,9-5,0) (3,6-5,9) (79,9 - 98,2)
1,9 2,2
QT/TPF/5-FU >500
(155 B 295) (157 B 299)
QT/TPF >500 >500 >500
QT/TPF/PEG1450/5 FU 3,0 4,8 24,2
(2,2-4,0) (3,9-6,1) (23,0- 26,0)
QT/TPF/PEG1450 >500 >500 >500
1,7 2,2
T/TPF/PEG3350/5-FU ’ ’ >500
Q (154_290) (174_392)
QT/TPF/PEG3350 >500 >500 >500
2,6 2,6
QT/TPF/PEG6000/5-FU >500
(1,8-3,2) (2,0-3,3)
QT/TPF/PEG6000 >500 >500 >500

Os valores de Clsg estdo apresentados em pg mL ! e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando
o programa GraphPad Prism Software versao 8.0.

Fonte: dados da pesquisa.

Quando observados os valores de Clso em relacdo a massa do 5-FU presente nas
nanoparticulas, ¢ possivel notar que o 5-FU encapsulado apresentou um efeito potencializado
frente a4 quase todas as linhagens avaliadas (HCT-116, 1929. Apenas o sistema
QT/TPF/PEG1450/5-FU apresentou uma potencializagdo frente 8 MDA-MB-231. O sistema
QT/TPF/5-FU se mostrou duas vezes mais eficaz frente a linhagem HCT-116 (células de cancer
colorretal humano), entretanto também mostrou um aumento na toxicidade frente a linhagem
L.929 (células de fibroblastos de camundongo), o que ndo ¢ desejavel devido a ndo seletividade
do sistema. Quando observado o efeito frente a linhagem MDA-MB-231 (células de cancer de
mama) ha uma diminui¢do do efeito do farmaco, praticamente uma nulidade do seu efeito
quimioterapico.

No sistema QT/TPF/PEG1450/5-FU ¢ possivel notar um aumento da toxicidade

frente a linhagem HCT-116, indicando um aumento da atividade quimioterdpica (aumento de
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aproximadamente 33%), um aumento de toxicidade também ¢ notado na atividade frente a
linhagem MDA-MB-231 (mais que 3 vezes mais eficiente). Frente a linhagem de células L.929
praticamente nao foi apresentada variacdo na citotoxicidade, indicando um aumento da
seletividade do sistema frente as linhagens cancerosas.

Os outros dois sistemas nanoparticulados, QT/TPF/PEG3350/5-FU e
QT/TPF/PEG6000/5-FU também apresentaram uma potencializacdo frente as linhagens HCT-
116 e 1929, mas nao apresentaram efeito frente a linhagem MDA-MB-231. Apesar das
nanoparticulas sem farmaco ndo apresentarem citotoxicidade frente as linhagens avaliadas, foi
notado um aumento da efetividade do 5-FU quando encapsulado, comparando com o
quimioterdpico livre. Esse aumento da efetividade do farmaco pode ser justificado pelo
processo de liberagdo controlada, o que faz com que o farmaco possa ter um maior tempo de
acdo, ja que em sua forma livre, seu tempo de meia vida ¢ muito curto, diminuindo assim as
possibilidades de sua agao.

Na literatura ja foram relatados efeitos semelhantes com encapsulamento de
farmaco em nanoparticulas. Osman e colaboradores (2020) desenvolveram nanoparticulas
lipidicas a base de gelatina para encapsulamento de 5-FU, os resultados mostraram que o 5-FU
encapsulado apresentou uma eficiéncia muito maior que o 5-FU bruto frente as células de
linhagem HCT-116, com ICso de 1,65 pg mL ™! e 0,78 ug mL™! para o 5-FU bruto e o 5-FU
encapsulado, respectivamente. Smith e colaboradores (2020) também obtiveram resultados
semelhantes quando encapsularam 5-FU em nanoparticulas lipidicas PEGladas e avaliaram sua
eficacia frente a células de linhagem HCT-116, com ICso de 2,30 ug mL ™" e 0,96 pg mL ™! para
o 5-FU livre e o 5-FU encapsulado, respectivamente. Mostra-se, assim, um aumento na

eficiéncia do farmaco quando encapsulado em nanocarreadores.
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6 CONCLUSAO

A produgao de nanoparticulas foi realizada com sucesso, obtendo-se 4 sistemas
diferentes de encapsulamento, onde um deles foi produzido apenas com QT e TPF (QT/TPF),
e os outros trés sistemas foram produzidos com QT, TPF e PEG, onde foi avaliado o efeito da
massa molar do PEG, variando entre 1450, 3350 e 6000 g mol'. O rendimento de obtencao das
nanoparticulas variou de 33% a 45%, com teor de PEG variando de 41 a 72%. Todos os sistemas
foram utilizados para encapsular o farmaco 5-FU. O rendimento da obtencao das nanoparticulas
variou de 19 a 63%, com menor teor de PEG do que em seus respectivos sistemas sem farmaco.
A eficiéncia de encapsulamento permaneceu entre 9 e 28%. Os resultados mostraram que uma
maior cadeia de PEG ocasionou uma menor eficiéncia de encapsulamento. Quanto a liberagao
in vitro dos sistemas, foi possivel notar uma semelhanca entre os perfis de liberacao dos 4
sistemas nanoparticulados, onde a analise da cinética de liberagdo sugeriu o mecanismo de
difusdo do 5-FU. No ensaio de interagdo com a proteina, os sistemas com PEG apresentaram
menor interagdo com a proteina ASB, enquanto a nanoparticula sem PEG interagiu com a ASB,
assim mostrando a tendéncia do PEG na obtencdo de um maior tempo de circulacdo visando
uma aplica¢do intravenosa. O ensaio de citotoxicidade mostrou que o efeito do 5-FU ¢
potencializado quando encapsulado, devido a sua liberagdo controlada, com os sistemas
QT/TPF/PEG1450/5-FU e QT/TPF/PEG3350/5-FU apresentando o melhor resultado de
viabilidade celular para futuras aplicacdes. Assim, os sistemas com PEG se mostraram
promissores para o encapsulamento de 5-FU, com capacidade de carreamento consideravel, e
um perfil de liberacdo controlado. Quanto a aplicagdo frente as linhagens celulares HCT-116 e
MDA-MB-231, os sistemas QT/TPF/PEG1450/5-FU e QT/TPF/PEG3350/5-FU apresentaram
efeito potencializado, juntamente com uma baixa interagdo com o ASB, o que torna os dois

sistemas favoraveis para aplicagdes futuras.
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APENDICE A - PERFIS DE LIBERACAO PREVISTOS MEDIANTE OS MODELOS
(a) ORDEM ZERO, (b) PRIMEIRA ORDEM, (¢) HIGUCHI, (d) HIXSON-CROWELL,
(e) KORSMEYER-PEPPAS E (f) ZENG PARA O SISTEMA QT/TPF/5-FU.
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APENDICE B - PERFIS DE LIBERACAO PREVISTOS MEDIANTE OS MODELOS
(a) ORDEM ZERO, (b) PRIMEIRA ORDEM, (¢) HIGUCHI, (d) HIXSON-CROWELL,
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APENDICE C - PERFIS DE LIBERACAO PREVISTOS MEDIANTE OS MODELOS
(a) ORDEM ZERO, (b) PRIMEIRA ORDEM, (¢) HIGUCHI, (d) HIXSON-CROWELL,
(e) KORSMEYER-PEPPAS E (f) ZENG PARA O SISTEMA QT/TPF/PEG3350/5-FU.
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APENDICE D - PERFIS DE LIBERACAO PREVISTOS MEDIANTE OS MODELOS
(a) ORDEM ZERO, (b) PRIMEIRA ORDEM, (¢) HIGUCHI, (d) HIXSON-CROWELL,

(e) KORSMEYER-PEPPAS E (f) ZENG PARA O SISTEMA QT/TPF/PEG6000/5-FU.
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APENDICE E - VIABILIDADE CELULAR DO 5-FU FRENTE AS LINHAGENS

L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE F — VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF FRENTE AS
LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE G — VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/5-FU FRENTE AS
LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE H - VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/PEG1450 FRENTE
AS LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.

L929

140+
1204
100
80—
60—
40—
20+

Viabilidade celular (%)

o
l

I I I T T T
o 7.8 156 312 625 125 250 500  (pg/mL)

Concentragio

HCT-116

2 140
120
100—
80
60
40
20

0- T | T T T T T
@ 78 156 312 625 125 250 500 (ug/mL)

Viabilidade celular (

Concentragao

MDA-MB-231

2 1404
120
100
80
60
40
20
0- T T T T T T T

@ 78 156 312 625 125 250 500 (ug/mL)

Viabilidade celular (

Concentragao



109

APENDICE I — VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/PEG1450/5-FU
FRENTE AS LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE J — VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/PEG3350 FRENTE
AS LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE K — VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/PEG3350/5-FU
FRENTE AS LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE L - VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/PEG6000 FRENTE
AS LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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APENDICE M — VIABILIDADE CELULAR DO SISTEMA QT/TPF/PEG6000/5-FU
FRENTE AS LINHAGENS L929, HCT-116 E MDA-MB-231.
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