
 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MORFOTECNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

Sanielly Jonhara Torres Silva 

 

 

NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA-PEG VOLTADAS A 

LIBERAÇÃO DO ÁCIDO CUMÁRICO COMO AGENTE 

ANTINEOPLÁSICO 

 

 

 

 

 

Recife 

2018 



 

 

Sanielly Jonhara Torres Silva 

 

 

NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA-PEG VOLTADAS A 

LIBERAÇÃO DO ÁCIDO CUMÁRICO COMO AGENTE 

ANTINEOPLÁSICO 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Área de Concentração: Morfotecnologia. 

 

Orientadora: Prof.ª Dr.ª Rosa Valéria                        

da Silva Amorim 

Coorientador: Prof. Dr. Severino Alves       

Junior 

 

 

 

Recife 

2018 

Dissertação apresentada ao Programa 

de Pós-Graduação em 

Morfotecnologia do Centro de 

Biociências da Universidade Federal 

de Pernambuco como requisito parcial 

para obtenção do título de Mestre em 

Morfotecnologia. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP) de acordo com ISBD 
 
        Silva, Sanielly Jonhara Torres          

 
    Nanopartículas de quitosana-PEG voltadas a liberação do ácido 
cumárico como agente antineoplásico/ Sanielly Jonhara Torres Silva- 
2018. 

        
        82 folhas: il., fig., tab. 
         Orientadora: Rosa Valéria da Silva Amorim 
 Coorientador: Severino Alves Júnior 
 Dissertação (mestrado) – Universidade Federal de Pernambuco. 

Centro de Biociências. Programa de Pós-Graduação em 
Morfotecnologia. Recife, 2018. 
Inclui referências 

 
1. Nanotecnologia 2. Quitosana 3. Câncer I. Amorim, Rosa Valéria da 
Silva (orient.) II. Alves Júnior, Severino (coorient.) III. Título  

 
          620.5                   CDD (22.ed.)                    UFPE/CB-2018-173                                                             
        
 
 

 

    
   Elaborado por Elaine C. Barroso CRB4/1728                        

 

 

 



 

 

SANIELLY JONHARA TORRES SILVA 

 

 

NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA-PEG VOLTADAS A 

LIBERAÇÃO DO ÁCIDO CUMÁRICO COMO AGENTE 

ANTINEOPLÁSICO 

 

 

 

 

 

Aprovado em: 28/02/2018 

 

BANCA EXAMINADORA 

 

 

 

___________________________________ 

Prof.ª Dr.ª Rosa Valéria da Silva Amorim (Orientadora) 

 

 

 

____________________________________________ 

Prof.ª Dr.ª Eliete Cavalcante da Silva (Interna) 

 

 

 

____________________________________________ 

Dr.ª Marília de Assis Alcoforado Costa (Externa) 

  

Dissertação apresentada ao Programa 

de Pós-Graduação em 

Morfotecnologia da Universidade 

Federal de Pernambuco como requisito 

parcial para obtenção do título de 

Mestre em Morfotecnologia. 



 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

 

REITOR 

Prof. Dr. Anísio Brasileiro, de Freitas Dourado 

VICE-REITOR 

Prof.ª Dr.ª Florisbela de Arruda Câmara e Siqueira Campos 

 

PRÓ-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

Prof. Dr. Ernani Rodrigues de Carvalho Neto 

 

CENTRO DE BIOCIÊNCIAS 

DIRETOR 

Prof.a Dr.a Maria Eduarda Larrazábal 

VICE-DIRETOR 

Prof.a Dr.a Oliane Maria Correia Magalhães 

 

 

 

 

Recife 

2018 



 

 

 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM MORFOTECNOLOGIA 

COORDENADOR 

Prof.a Dr. a Sônia Pereira Leite 

 

VICE-COORDENADOR 

Prof.a Dr.a. Ivone Antônia de Souza 

 

CORPO DOCENTE 

 

Prof. Dr. Antonio Carlos de Freitas 

Prof.ª Dr.ª Cláudia Sampaio de Andrade 

Lima 

Prof. Dr. Claudio Gabriel Rodrigues 

Prof.ª Dr.ª Eliete Cavalcante da Silva 

Prof. Dr. Gilberto Gonçalves Rodrigues 

Prof.ª Dr.ª Ivone Antônia de Souza 

Prof. Dr. Jacinto da Costa Silva Neto 

Prof. Dr. Jeymesson Raphael Cardoso 

Vieira 

Prof.ª Dr.ª Juliana Pinto de Medeiros 

 

Prof.ª Dr.ª Kenia Valenca Correia 

Prof.ª Dr.ª Luciana Maria Silva de 

Seixas Maia 

Prof. Dr. Luiz Lucio Soares da Silva 

Prof.ª Dr.ª Paloma Lys de Medeiros 

Prof. Dr. Ricardo Yara 

Prof.ª Dr.ª Rosa Valeria da Silva 

Amorim 

Prof.ª Dr.ª Sônia Pereira Leite

Recife 

2018 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porque dele, e por meio dele, e para ele são todas as coisas. A ele, pois, a glória 

eternamente. Amém! 

Romanos 11.36 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais Julio João e 

Maria Salete e irmão Juliellyson 

Torres. 



 

 

AGRADECIMENTOS 

 

A Deus, o autor da minha vida, o meu socorro bem presente, e meu ajudador. 

Aos meus pais Julio João e Maria Salete, por estarem sempre ao meu lado, me apoiando 

em cada sonho e me ajudando a superar todos os obstáculos. 

Ao meu irmão Juliéllyson Torres, pelas palavras de ânimo e de encorajamento nos 

momentos mais difíceis dessa caminhada. 

A minha Tia Maria Graciete e Minha avó Maria Pereira por suas orações constantes e 

palavras de amor. 

Aos meus orientadores Rosa Valéria e Severino Alves, por transmitirem seus 

conhecimentos, e por terem me recebido de braços abertos em seus respectivos 

laboratórios, onde de fato um “projeto” tornou-se realidade. 

A querida Profa. Dra. Jaciana Aguiar, por seu carinho e atenção. 

A Maria Eduarda Farias, Yuri Albuquerque e Leandro Azevedo, pela paciência e 

disposição em ajudar, vocês foram peças fundamentais para a realização deste trabalho. 

Aos colegas de turma, em especial a Juliana Barbosa e Isabelly Barbosa pela oportunidade 

da conviência e demonstração de afeto e amizade. 

Ao Msc Rafael Padilha, por sua disponibilidade em ouvir, ajudar e incentivar. 

A minha grande amiga Gibbelly Cavalcante, por todos esses anos de amizade sadia e 

sincera, mas sobretudo por sua lealdade, minha sincera gratidão. 

A Jéssica Andrade, que apesar do pouco tempo de convivência se tornou amiga, irmã, 

mãe, professora; as suas palavras de amor e sabedoria, ouvidos atentos e abraços sinceros 

fizeram toda a diferença na concretização e conclusão deste trabalho. 

As minhas parceiras de vida, Mariah Alexandre, Camila Martina, Carolina Monteiro, que 

são as irmãs que escolhi para a vida, obrigada pelo incentivo e pela torcida de sempre. 

A Adriano Moraes, por ter sido meu braço direito e ombro amigo nessa etapa final do 

trabalho, pelos conselhos e por todo apoio nas minhas decisões. 

Aos demais professores do programa, familiares e amigos que diretamente ou 

indiretamente contribuíram para realização deste trabalho. 

 

 



 

 

RESUMO 

 Inúmeras estratégias vêm sendo desenvolvidas na terapia do câncer, como a 

encapsulação de agentes antitumorais através de nanopartículas (Np’s) poliméricas. O 

presente trabalho propõe o desenvolvimento de Np’s de Quitosana-Polietileno glicol 

(Np’s QS/PEG), a fim de encapsular o Ácido Cumárico (p-CA) e avaliar o seu potencial 

citotóxico frente a linhagens celulares tumorais. As Np’s QS/PEG foram desenvolvidas 

por gelificação iônica, analisadas quanto ao tamanho, morfologia e caracterizações físico-

quimicas, também foi realizada a eficiência de encapsulação do p-CA, sua liberação in 

vitro e a avaliação da citotoxidade frente as linhagens de fibroblastos murino (3T3) e 

adenocarcinoma mamário murino (4T1). As Np’s QS/PEG apresentaram um tamanho de 

173,8 nm com índice de polidispersão de 0,03 e morfologia esférica. As caracterizações 

físico-quimicas mostraram que houve interação entre os polímeros e o composto. A 

capacidade de encapsulação das Np’s QS/PEG para o p-CA foi de 79,6%, e quando 

submetidas em pH 2,0 tiveram uma liberação em torno de 90%, enquanto que em pH de 

5,6, 22%. O ensaio de viabilidade celular mostrou que o p-CA encapsulado nas Np’s 

QS/PEG conseguiu uma maior inibição celular frente às linhagens estudas em relação ao 

p-CA na sua forma livre. Assim, o encapsulamento do p-CA em QS facilitou a sua 

permeção para o interior da célula, demostrando seu potencial como uma futura 

alternativa na terapia do câncer.  

Palavras chaves:  Nanopartículas. Câncer. Quitosana. Ácido Cumárico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 Numerous strategies have been developed in cancer therapy, as the encapsulation 

of antitumor agents through polymer nanoparticles (Np’s). The present work proposes the 

development of chitosan-polyethylene glycol nanoparticles (Np’s QS/PEG) to 

encapsulate Cumaric Acid (p-CA), and to evaluate its cytotoxic potential against tumor 

cell lines. The QS/PEG Np's were developed by ionic gelation, analyzed for size, 

morphology and physicochemical characterization, the efficiency of encapsulation of p-

CA, it’s in vitro release and the evaluation of cytotoxicity against murine fibroblast strains 

(3T3) and murine mammary adenocarcinomic (4T1). The NPS QS/PEG had a size of 

173,8 nm with polydispersity index of 0,03 and spherical morphology. The 

physicochemical characterizations showed that there was interaction between the 

polymers and the compound. The encapsulation capacity of the NP's QS/PEG for the p-

CA was 79,6%, and when submitted at pH 2,0 they had a release of around 90%, while 

at pH of 5,6, 22%. The cell viability assay showed that p-CA encapsulated in QS/PEG 

Np’s achieved greater cell inhibition against the strains studied with respect to p-CA in 

its free form. Thus, the encapsulation of p-CA in QS facilitated its permeation into the 

cell, demonstrating its potential as a future alternative in cancer therapy. 

Keywords: Nanoparticles. Cancer. Chitosan. Cumaric Acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

O câncer é um problema de saúde e vem ganhando grandes proporções, pois é 

uma das maiores causas de morte em todo mundo. Com diagnóstico tardio e tratamento 

de alto custo, muito agressivo e invasivo, gera vários efeitos colaterais com grandes 

repercussões econômicas e sociais. (FERLAY ET AL. 2015).  

Atualmente, inúmeras estratégias vêm sendo desenvolvidas e utilizadas na terapia 

de câncer, estando a maioria destas comprometidas com a melhor forma de administração 

da droga. Os chamados sistemas de carreamento, direcionam o medicamento no local 

alvo, como é o caso dos nanocarreadores. Estes, além de trazer vários benefícios 

terapêuticos como tamanho reduzido, estabilidade física e biológica para proteção do 

fármaco, podem também superar casos de resistência a múltiplas drogas pelas células 

cancerosas. (JABIR et al., 2012). 

Agentes dietéticos naturais têm chamado a atenção tanto em pesquisa como a 

própria população devido a sua capacidade de reduzir os riscos relacionados ao 

desenvolvimento do câncer. Esses agentes dietéticos naturais possuem uma grande 

variedade de compostos bioativos, incluindo os compostos fenólicos. (AMIN et al., 

2009). 

O ácido cumárico (p-CA) é um ácido fenólico presente em cogumelos, cereais e 

frutas, esta substância apresenta atividades biológicas como ação antioxidante, anti-

inflamatória, antimutagênico, antiplaquetária e anticancerígena que podem ser atraentes 

em tratamentos tumorais. Estudos recentes mostram que o p-CA apresenta capacidade 

elevada em eliminar espécies reativas de oxigênio em algumas linhages tumorais. 

(PRAGASAM et al., 2013, EL-SEEDI ET AL., 2012). 

A eficácia dos compostos fenólicos depende da garantia de sua estabilidade, 

bioatividade e biodisponibilidade dos ingredientes ativos, sendo este o grande obstáculo, 

já que são suscetíveis à degradação. Este problema pode ser contornado através da 

adsorção e ou encapsulação destes compostos em carreadores como nanopartículas de 

quitosana. (FANG, BHANDARI, 2010). 

A quitosana (QS) é um polissacarídeo obtido através da desacetilação da quitina, 

vem sendo amplamente utilizada na indústria farmacêutica, como um sistema de liberação 

de fármacos, na indústria alimentícia e engenharia de tecidos. A liberação de drogas a 
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partir de nanopartículas a base de quitosana depende do seu comportamento de 

entumescimento, ou seja, absorção da água, e também das interações droga-quitosana, 

que são influenciadas pelo pH do meio. (SOARES et al, 2016, YUAN et al., 2010). 

O uso de polietilenoglicol (PEG), um surfactante hidrofílico não iônico, como 

copolímero na produção de nanopartículas em conjunto com a quitosana, torna o 

dispositivo desenvolvido mais biocompatível e mais estável em fluidos biológicos, pois 

diminui a tendência natural de agregação. (PREGO et al, 2006).   

Deste modo, o presente trabalho propõe o desenvolvimento de nanopartículas 

Quitosana-PEG (Np’s QS/PEG), via gelificação iônica da quitosana, e encapsulamento 

do ácido cumárico (p-CA), caracterização destas partículas e avaliação do seu potencial 

citotóxico, visando obter um sistema associado como um potencial promissor para agente 

antitumoral. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 NANOCIÊNCIA E NANOTECNOLOGIA 

A nanociência pode ser definida como o estudo de fenômenos naturais que regem 

o comportamento dos átomos, moléculas, e estruturas em escala nanométrica. A 

nanotecnologia representa um conjunto de técnicas utilizadas na manipulação de átomos 

e moléculas para a criação de novos materiais em escala nanométrica. (DIMER et al., 

2013. BRASIL, 2012b). 

Grande atenção tem sido voltada a esses materiais por apresentarem propriedades 

físico-químicas diferentes dos materiais já conhecidos, o que oferece grandes 

possibilidades de aplicações, dentre as quais estão os nanomedicamentos, 

nanocarreadores terapêuticos, adjuvantes terapêuticos, diagnósticos e em diversos 

produtos para a saúde. (FALLEIROS et al., 2011). 

Vários trabalhos científicos relatam os benefícios da nanotecnologia na terapia em 

que grande parte dos estudos visam o desenvolvimento de formulações nanotecnológicas 

dirigidas ao tratamento do câncer, de doenças inflamatórias, cardiovasculares, 

neurológicas e ao combate do vírus da imunodeficiência adquirida (AIDS). (DIMER et 

al., 2013).         

O incentivo a nanotecnologia no nosso país tem se mostrado progressivo. A 

portaria nº 245 de 5 de abril de 2012, do Ministério da Ciência, Tecnologia e Inovação 

publicada em 09 de abril de 2012 no Diário Oficial, anunciou a criação do Sistema 

Nacional de Laboratórios em Nanotecnologia (SisNano), para o aumento do peso da 

atividade industrial no Produto Interno Bruto do país, cujo apelo é principalmente voltado 

à indústria farmacêutica e de cosméticos. (BRASIL, 2012a). 

2.2 NANOTECNOLOGIA VOLTADA A CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS 

2.2.1 Liberação Controlada de Fármacos 

O sucesso das pesquisas na área da nanotecnologia estimulou o desenvolvimento 

de transportadores em escala nanométrica para a liberação de fármacos de forma 

controlada a partir de 1980. (HOFFMAN, 2008). 
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Na liberação não controlada, isto é, no sistema de liberação convencional, a 

concentração sanguínea de fármacos oscila em picos máximos e mínimos de declínio, que 

pode causar toxicidade em altas concentrações ou a ineficiência do tratamento em baixas 

concentrações sanguíneas. (AULTON, 2008).      

Os dispositivos com liberação modificada têm como propósito melhorar a 

disponibilidade de compostos bioativos. Neste âmbito, uma liberação controlada refere-

se à produção de uma concentração estável no organismo dentro da faixa terapêutica e 

redução dos efeitos secundários (Figura 1). (SÁEZ, HERNÁEZ, LOPES, 2003).

Figura 1: Sistema de Liberação controlada X Sistema de Liberação Não Controlada (Convencional). Fonte: 

Laboratório de Química do Estado Sólido – LQES. Instituto de Química – UNICAMP 

(http://lqes.iqm.unicamp.br). 

Vários estudos demonstram as vantagens das formas farmacêuticas de liberação 

controlada sobre as formas farmacêuticas de sistema de liberação convencional, dentre as 

quais podemos citar: redução da frequência de administração, maior adesão do paciente 

ao tratamento, redução dos efeitos colaterais e menor custo total do tratamento (Tabela 

1). (ALLEN et al., 2013; AULTON, 2008; DAS, DAS, 2003; KREUTER, 2001).  

 

 

http://lqes.iqm.unicamp.br/
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Tabela 1. Vantagens das formas farmacêuticas de liberação controlada sobre as fórmulas farmacêuticas 

convencionais. 

Vantagem Explicação 

Menores oscilações dos níveis 

plasmáticos do fármaco 

A velocidade de liberação controlada 

elimina os picos e depressões das 

concentrações séricas do fármaco 

Redução na frequência da dose 

Maior Conveniência e Cooperação do 

paciente 

Os produtos com velocidade controlada 

liberam mais que uma única dose de 

medicamento, e assim são ingeridos com 

menor frequência. Com redução da 

administração menores são as chances de 

esquecimento de uma dose. 

 

Redução dos efeitos Colaterais Devido a redução das oscilações do 

fármaco, acima da faixa terapêutica e 

também em níveis tóxicos, o surgimento de 

efeitos colaterais são menos frequentes. 

Redução na Frequência, gerando 

redução no custo do tratamento. 

Embora o custo inicial do sistema de 

liberação controlado seja maior que o 

sistema convencional, com a redução da 

frequência das doses, o benefício 

terapêutico ampliado e os efeitos colaterais 

reduzidos, o tempo dispensado pelos 

profissionais de saúde no atendimento, a 

administração e monitoramento dos 

pacientes fica reduzido. 

Fonte: ANSEL et al., 2007. 

 

2.2.2 Nanopartículas 

O termo nanopartículas (NP’s) refere-se a dois tipos de estruturas: nanocápsulas 

e nanoesferas. Nanocápsulas são sistemas reservatórios, em que o fármaco pode estar 

dissolvido no núcleo e/ou adsorvido a membrana polimérica, isolando o núcleo do meio 

externo. (AULTON, 2008. SCHAFFAZICK et al., 2003.). Enquanto que as nanoesferas 

são sistemas em que o fármaco se encontra disperso de forma homogênea ou solubilizado 

na matriz polimérica ou cerosa, sem núcleo definido (Figura 2). (AZEVEDO, 2002). 
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Figura 2: Representação esquemática de nanocápsulas e nanoesferas: a) Fármaco dissolvido no núcleo das 

nanocápsulas; b) fármaco adsorvido na parede polimérica; c) fármaco retido na matriz polimérica da 

nanoesfera; d) fármaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica da nanoesfera. (Fonte: SCHAFFAZICK 

et al., 2003). 

A utilização de Np’s poliméricas como sistema de liberação de fármacos apresenta 

grandes vantagens tais como: proteção do fármaco, direcionamento a sítios específicos, 

estabilidade física e biológica suficiente para reter o fármaco e promover a liberação de 

forma controlada, simplicidade no processo de formulação e estabilidade de fármacos 

voláteis. (KAYSER et al., 2005). Além de possuírem tamanho pequeno suficiente para 

serem injetadas diretamente na circulação sanguínea, também possuem a capacidade de 

administração por outras vias, tais como a pulmonar e nasal através de medicamentos 

inalatórios e/ou aerossóis, pela via transcutânea para administração de medicamentos pela 

pele e absorvidos na circulação e pela via oral. (MOREIRA, 2014). 

 Polímeros são macromoléculas compostas por moléculas pequenas ligadas umas 

às outras, que formam estruturas lineares, ramificadas e /ou ligações cruzadas. 

(PEREIRA, 2006). Os polímeros podem ser naturais ou sintéticos, como polímeros 

naturais podemos citar celulose, colágeno e quitosana, como exemplos de polímeros 

sintéticos temos poli (etileno), poli (álcool vinílico), poli (acrilamida) e poli 

(etilenoglicol). (AZEVEDO, 2002). A quitosana (QS) é um dos polímeros que se destaca 

na formulação de nanopartículas poliméricas, pois tem solucionado problemas como 

solubilidade e hidrofobicidade de agentes terapêuticos. (SINHA et al., 2004. DENKBAS 

et al., 2003). 
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2.3 QUITINA E QUITOSANA 

Em 1823, o pesquisador Odier, isolou uma substância insolúvel contida na 

carapaça dos insetos e a denominou de quitina, cujo nome é derivado da palavra grega 

Chiton que significa carapaça ou caixa protetora (KUMAR, 2000) e afirmou que se 

tratava da mesma substância encontrada nas plantas, a celulose, porém somente em 1843, 

Payen detectou a presença de nitrogênio na quitina a diferenciando da celulose. 

(ALMEIDA, 2009).         

 A quitina é um polissacarídeo nitrogenado, natural, branco, duro, e inelástico 

presente na carapaça dos crustáceos, nos exoesqueletos de insetos, em nematoides e nas 

paredes celulares de fungos e de leveduras. (MUZZARELLI, 1983). A QS é um 

polissacarídeo catiônico composto por unidades obtida a partir da desacetilação da quitina 

em meio alcalino, e através de alguns fungos (Figura 3). (DAMIAN et al., 2009; BAO et 

al., 2008; KUMAR et al., 2008; AMORIM et al, 2006, MUZZARELLI, 1983).  

 

 Figura 3: Representação das estruturas primárias da quitina e da quitosana. (Fonte: BATTISTI, 

CAMPANA-FILHO, 2008).  

A QS e a quitina são constituídas por unidades N-acetil-D-glicosamina e D-

glicosamina em porção variáveis, o primeiro tipo destas unidades são mais predominantes 

na quitina, enquanto que a D-glicosamina se acentua na QS. (SILVA et al., 2006). 

Conforme o grau médio de acetilação, parâmetro utilizado para determinar o grau de 

unidades N-acetil-D-glicosamina na quitina e QS, pode-se obter diversos tipos de QS que 

irão demonstrar propriedades físico-químicas, como solubilidade, massa molar, 

viscosidade e grau de polimerização variáveis. (MILIOLI, 2011; SILVA et al., 2006).  
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A solubilidade da QS está ligada a quantidade de grupamentos aminos protonados 

na cadeia polimérica. Em soluções aquosas de ácidos diluídos, os grupamentos amino da 

QS adquirem maior número de carga positivas, quanto maior a quantidade destes grupos, 

maior a repulsão eletrostática entre as cadeias e também maior solvatação em água. 

(RINAUDO, 2006; SANTOS et al, 2003).  

O grau de protonação pode ser determinado pela variação da concentração de QS. 

Para uma determinada concentração de ácido, o grau de protonação depende do pKa 

(constante de acidez) do ácido utilizado para solubilizar a QS. Esta protonação 

proporciona a qualidade de mucoadesão oferecendo maior vantagem quando comparada 

a outros polímeros naturais. (RINAUDO, 2006; AGNIHOTRI et al., 2004). 

A QS é solúvel em soluções ácidas como de ácido clorídrico, ácido fórmico e 

ácido acético, sendo este o solvente mais empregado. A solubilidade depende da força 

iônica do meio, do pH, do grau de desacetilação da quitosana, e da massa molar sendo 

assim, todos esses fatores devem ser analisados para o uso da quitosana como biomaterial. 

(RINAUDO, 2006; BERGER et al., 2004).  

A massa molar, pode ser muito variável e está diretamente ligada à sua origem e 

o processamento da quitina. Alguns fatores como: tempo, temperatura, concentração dos 

reagentes e condições atmosféricas empregadas na reação da desacetilação da quitina são 

influenciadoras da distribuição da massa molar que pode ser determinada por 

Cromatografia e Viscosimetria Capilar. (LARANJEIRA, FÁVERE, 2009; ROBERTS, 

1992, CANELLA, GARCIA, 2001).   

A importância da massa molar é evidenciada em vários estudos que objetivam a 

utilização da quitosana para fins farmacêuticos, onde se tem notado que o 

desenvolvimento de polímeros com baixa massa molecular tem demonstrado resultados 

mais interessantes (SATO et al., 2001) como por exemplo o tamanho nas sínteses de 

nanopartículas de quitosana (GAN et al., 2005; YIEN et al., 2012) e atividade 

antimicrobiana. (ZHENG, ZU, 2003). 

2.4 NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANA 

Nanopartículas de quitosana apresentam vantagens sobre outras partículas por sua 

capacidade de controle na liberação de agentes, na solubilidade em soluções ácidas 
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aquosas e no uso de solventes que não oferecem grandes riscos à saúde para sua síntese 

(WILSON et al., 2010). Várias metodologias para síntese de Np’s de QS são descritas na 

literatura como por exemplo: emulsão, spray-drying, micelar reverso. (AGNIHOTRI et 

al., 2004). 

A gelificação iônica é uma das técnicas mais utilizadas no preparo de Np’s, pois 

não necessita a utilização de agentes que reagem covalentemente com o polímero, 

evitando uma possível citotoxicidade ou efeitos indesejáveis por parte do agente 

reticulante. (CALVO et al., 1997). Com esse método, as Np’s são obtidas devido a 

ligações inter e intramoleculares entre a fase ácida (pH 4-6) contendo quitosana e a fase 

alcalina (pH7-9) contendo um contra-íon como o tripolifosfato de sódio (TPP) 

(Na5P3O10), que é um poliânion multivalente, com baixa toxicidade e baixo custo. (AJUN 

et al., 2009; AOUADA, 2009). 

O polietileno glicol (PEG), é um polímero constituído por unidades repetidas de 

etileno glicol, e está disponível comercialmente com diferentes tamanhos e massa 

molecular média em faixas definidas, sendo amplamente utilizado na indústria biológica, 

química e farmacêutica, por não apresentar toxicidade, não-imunogênico e altamente 

flexível, na agregação de proteínas e outras biomoléculas melhorando o desempenho 

farmacológico, e na produção de surfactantes poliméricos principalmente no polímeros 

hidrofobicamente modificados. (PIGNATELO, et al., 2015). 

O PEG é utilizado como copolímero na produção de Np’s que em conjunto com a 

quitosana, torna o dispositivo desenvolvido mais biocompatível e mais estável em fluidos 

biológicos, pois diminui a tendência natural de agregação por sua propriedade de 

surfactante hidrofílico não iônico. (PREGO et al., 2006). Os surfactantes são moléculas 

anfifílicas formadas por uma porção hidrofóbica e outra hidrofílica cuja parte apolar é 

composta em grande parte por uma cadeia hidrocarbonada e a porção polar é caracterizada 

por uma parte iônica, não iônica ou anfotérica. (NITSCHKE, PASTORE, 2002). A função 

dos surfactantes é basicamente distribuir nas interfaces entra as fases fluidas que 

apresentam diferenças nas polaridades, onde por meio desta distribuição podemos 

diminuir as tensões interfacial e superficial. (NITSCHKE, PASTORE, 2002). 
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2.5 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS 

2.5.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia de Np’s podem ser observadas por meio de Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV), que fornece também informações sobre o diâmetro das partículas. 

(HALL et al., 2007; SANTOS-MAGALHÃES et al., 2000). O MEV trouxe uma nova 

dimensão ao estudo da morfologia, por produzir imagens de alta resolução e ampliação, 

em até 300.000 vezes. (MANNHEIMER, 2002).  

Sua utilização é comum em biologia, odontologia, farmácia, engenharia, química, 

metalurgia, física, medicina e geologia e é um dos mais versáteis instrumentos disponíveis 

para a observação e análise de características microestruturais de objetos sólidos. A 

principal razão de sua utilidade é a alta resolução que pode ser obtida quando as amostras 

são observadas, outra característica importante do MEV é a aparência tridimensional da 

imagem das amostras, resultado direto da grande profundidade de campo. (DEDAVID et 

al., 2007). Apesar dos estudos de MEV serem inadequados para confirmar a formação de 

complexos de inclusão, as alterações drásticas na forma das partículas, bem como no seu 

aspecto e tamanho podem ser retratados por meio desta análise. (ALVES, 2013). 

2.5.2 Tamanho de Partícula e Índice de Polidispersidade 

O tamanho das partículas e a sua distribuição são características importantes na 

determinação da via de administração. (SCHAFFAZICK et al, 2003). Uma das principais 

técnicas utilizadas é a chamada Espalhamento Dinâmico da Luz (DLS), que realiza a 

medida do movimento browniano das partículas, determinando o diâmetro hidrodinâmico 

das mesmas na suspensão. (UNER, 2006; HEURTAULT et al, 2003.) 

Deste modo, a intensidade da luz dispersa pode variar com o diâmetro das 

partículas e a velocidade dos movimentos brownianos, onde partículas menores 

apresentam movimentos mais rápidos do que as partículas maiores e consequentemente 

menos dispersão de luz. (FINSY, DE JAEGER, 1991). 

O Índice de Polidispersidade ou Polidispersão (PDI) fornece informações quanto 

ao grau de homogeneidade de uma amostra. Quanto menor o seu valor, maior será a 

homogeneidade do diâmetro das partículas no sistema. (LIU, WU, 2010). 
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2.5.3 Espectroscopia do Infravermelho por Transmissão de Fourier (FT-IR) 

A espectroscopia do infravermelho é um método analítico utilizado para 

identificação de grupos funcionais em moléculas orgânicas no estado sólido, líquido e 

gasoso, onde cada grupo absorve uma frequência característica, que pode ser de 

estiramentos ou de deformação, correspondendo ao nível de energia da molécula. 

(SKOOG et al., 2002, PAVIA et al., 2008). 

Para pesquisa na área farmacêutica esse método é utilizado para a identificação de 

fármacos, análise de pureza de amostras, investigação estrutural, cristalinidade, 

interações entre fármacos e excipientes, entre outras aplicações. (KALINKOVA, 1999).  

2.5.4 Análise Termogravimétrica (TGA) 

As análises térmicas demonstram grande relevância para a indústria farmacêutica, 

pois apresentam dados no que se refere à caracterização de fármacos e seus eventos 

térmicos definidos, estudo de pureza, estudos de polimorfismo e estudo de 

compatibilidade para fármacos. Tais dados são ferramentas importantes para a avaliação 

de pré-formulações, e definição da estabilidade de fármacos e da formulação 

farmacêutica. (OLIVEIRA et al., 2011).      

 A análise Termogravimétrica (TGA) é uma técnica de análise térmica em que a 

variação de massa da amostra é determinada como uma função de temperatura, ou tempo 

de aquecimento, utilizando um programa controlado de temperatura. (FARMACOPÉIA 

BRASILEIRA, 2010).   

Para fins farmacêuticos, o uso do TGA é descrito na caracterização, determinação 

do grau de pureza e de umidade, identificação de pseudopolimorfismo, na avaliação da 

estabilidade de fármacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradação. 

(OLIVEIRA et al., 2011). 

2.5.5 Avaliação da Cristalinidade – Difração de Raios-X (DR-X) 

Essa técnica permite diferenciar compostos cristalinos e amorfos (ÜNER, 2006), 

e é válida para fornecer informações que podem ser importantes em relação as partículas 

produzidas e as matérias primas utilizadas. (BUNJES, UNRUH, 2007). O método de 

difração consiste em um método simples e direto que permite a identificação do fármaco 

sem necessidade de tratamento prévio. (PHADNIS et al., 1997).  
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No princípio da difração de raios-X muitas funções nas análises farmacêuticas são 

assumidas, sendo esta uma poderosa ferramenta que permite alta precisão nos resultados 

quantitativos e qualitativos de misturas sólidas, também combina especificidade com um 

alto nível de exatidão para a caracterização dos fármacos sólidos. É especialmente útil 

para descrição do possível comportamento polimórfico de fármacos, além de permitir a 

identificação simultânea de ingredientes ativos múltiplos em formulações farmacêuticas 

diferentes. (JUNIOR, 2004). 

 

2.6 CÂNCER 

O câncer é uma das maiores ameaças da saúde pública em países desenvolvidos e 

em desenvolvimento, cujo quadro tende a não se modificar por algumas décadas já que 

as causas que levam ao surgimento do câncer são inúmeras, que vão desde o 

envelhecimento da população mundial aos maus hábitos alimentares, e alguns 

mecanismos multifatoriais que causam o seu surgimento ainda não estão totalmente 

elucidados. Nesse panorama, a estimativa para o biênio de 2016-2017 foi de 600 mil casos 

de câncer. (INCA, 2015). 

Essa patologia se dá pelo crescimento celular desordenado, onde a característica 

principal que o define é a multiplicação rápida de células anormais que podem crescer 

além de seus limites habituais, e em alguns casos migrar para tecidos adjacentes e se 

espalhar para outros órgãos. Este processo é referido como metástase, e é a principal 

causadora de morte. (RANG, 2001). 

Muitos tipos de cânceres podem ser prevenidos, evitando a exposição a fatores de 

risco comuns. (LIANG et al., 2010). A prevenção baseia-se na redução ou eliminação 

desses fatores que podem ser internos ou externos, onde os internos estão ligados a 

predisposição genética e o estresse oxidativo, enquanto que os externos estão associados 

ao meio ambiente, hábitos ou costumes próprios de um meio sociocultural. O tratamento 

consiste na escolha da terapia mais eficiente que pode ser cirurgia, quimioterapia, 

radioterapia, hormonoterapia, e uso de radiofármacos sendo estabelecidos de acordo com 

o tipo de tumor e estágio da doença (GARCIA et al., 2007, MOREIRA, 2014). 

Muito embora o tratamento do câncer tenha apresentado evoluções, grande parte 

de suas modalidades terapêuticas, em especial, a quimioterapia e a radioterapia causam 
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efeitos colaterais nas células normais, fato este, que determina a busca de ações 

terapêuticas que sejam menos agressivas ao paciente, e de forma mais eficiente que atinja 

apenas as células tumorais, causando assim menores danos à saúde do mesmo (DOS 

SANTOS et al., 2002). 

Uma atenção crescente tem sido dedicada ao papel da dieta na saúde humana. 

Vários estudos epidemiológicos indicaram que a alta ingestão de produtos naturais 

(vegetais e frutas) está associada com uma redução no risco de uma variedade de doenças 

crônicas como aterosclerose e câncer. Estes efeitos têm sido particularmente atribuídos 

aos compostos que possuem atividade antioxidante. Os principais antioxidantes são as 

vitaminas C e E, os caratenóides e os compostos fenólicos (PODSEDEK, 2007, LUNET 

et al., 2005, RIBOLI, NORAT, 2003, ANNEMA et al., 2011, ANDRADE et al., 2012) 

O estresse oxidativo, causado pelo desbalanço entre os sistemas antioxidantes e a 

produção de compostos oxidativos (radicais livres) aparentemente está associado com 

diversas doenças de cunho multifatorial, especialmente os vários tipos de desordens 

inflamatórias, doenças cardiovasculares e câncer. Os mecanismos pelos quais essas 

patologias se desenvolvem, geralmente envolvem alterações oxidativas de moléculas 

consideradas críticas, o que inclui proteínas, carboidratos, ácidos nucléicos além das 

substâncias envolvidas na modulação da expressão gênica e em respostas inflamatórias 

(LAGUERRE et al., 2007). 

  

2.7 ÁCIDO CUMÁRICO 

O ácido cumárico é um ácido fenólico pertencente à família dos ácidos 

hidroxicinâmicos. Existem três isômeros deste composto que são chamadas de orto-

cumárico, meta-cumárico e para-cumárico, que recebem essa classificação de acordo com 

a localização do grupo hidroxila dentro da estrutura (Figura 4). (KOC et al., 2016). 
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Figura 4: Estruturas química dos ácidos cumáricos: a) orto-cumárico, b) meta-cumárico, c) para-cumárico. 

(Fonte: GOPALAN et al., 2015. Figura adaptada). 

Os compostos fenólicos constituem o maior grupo de antioxidantes naturais, e 

estão amplamente distribuídos na alimentação, especificamente o ácido p-cumárico (p-

CA) pode ser encontrado em frutas como: maçã, uvas, laranja, peras; vegetais como: 

feijão, batata, cebola; e cererais como: aveia, milho e trigo. Vários estudos têm 

demonstrado a importância dos compostos fenólicos, principalmente o p-CA, 

desempenham atividades importantes dentre as quais se destacam a atividade 

antioxidante, atividade anti-inflamatória, atividade antimutagênica, atividade 

anticancerígena, além de atenuar a aterosclerose, o dano cardíaco oxidativo, ansiedade, 

gota e diabetes. (PRAGASAM, et al., 2013).     

Quando comparado a outros ácidos como o ácido cafeico, ácido ferúlico, e ácido 

clorogênico o p-CA possui maior biodisponibilidade e pode ser absorvido em todas as 

porções do trato gastrointestinal dos ratos, com maior taxa de absorção no jejuno, e com 

excreção mais lenta quando comparada ao ácido ferúlico na urina dos ratos. (ZHAO, 

MOGHADASIAN, 2010). 

Também possui baixa toxicidade (DL50 = 2850mg/Kg em camundongos), 

servindo assim como precursor de outros compostos fenólicos, podendo existir na sua 

forma livre ou conjugada, possuindo baixa solubilidade ou nenhuma solubilidade em água 

na sua forma conjugada (PEIN et al., 2016).   

No estudo de Mathew e colaboradores (2015) foram avaliadas a atividade 

antioxidante do p-CA e outros compostos fenólicos frente a algumas espécies de oxigênio 

reativas. De acordo com os estudos o p-CA apresentou atividade reduzida do que o ácido 

caféico e ácido felúrico, contudo em outros estudos quando o ácido cumárico é exposto 
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em culturas de células o p-CA teve atividade similar ao ácido caféico e ácido felúrico, e 

em concentrações de 50-200 µmol/L a capacidade de eliminação de radicais livres foi 

superior a outros ácidos nas linhages de célula A549 (adenocarcinoma de pulmão) e 

HT29-D4 (adenocarcinoma de colón). Sendo assim foi possível concluir que o p-CA pode 

executar formas diferentes de ação quando executado no sistema de uma forma isolada 

para sistemas mais elaborados como cultura de células e a própria alimentação. 

(ESPINOSA et al, 2015, OU et al., 2009, BOUZAIENE et al.,2015).  

Em outros estudos, o p-CA apresenta uma atividade antimutagênica e 

antincancerígena bastante interessante, de acordo com as pesquisas, este composto 

promove proteção a cadeia do ácido desoxirribonucleioco (DNA) evitando os danos que 

são causados ao longo da cadeia devido ao estresse oxidativo, além de possuir efeito 

citotóxico em algumas linhagens tumorais como neuroblastoma (N2a), adenocarcinoma 

de colón (CaCo-2), linhagem celulares de câncer de pulmão (NCI-H299, A549, 

HCC827), câncer de fígado (HPG2), e câncer de mama (MCF7). (KAI, et al., 2014; LOO. 

G, 2003).  

Com distribuição na alimentação, o ácido cumárico possui atividades biológicas 

comprovadas, contudo a sua absorção, metabolização e biodisponibilidade (via de 

metabolismo, metabólitos formados, biomarcadores, local de ação) continuam em grande 

parte desconhecidas, sendo necessário maiores investigações para a total elucidação. 

(PEIN, 2016). Dessa forma a encapsulação destes compostos seria uma alternativa para 

proteção, melhor biodisponibilidade e consequentemente aumento potencial de expansão 

das atividades biológicas deste composto. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolver nanopartículas de quitosana/polietilenoglicol via gelificação iônica, 

a fim de encapsular o ácido cumárico, caracteriza-las físico-quimica e morfologicamente 

e avaliar seu potencial citotóxico, frente as linhagens de células de fibroblasto murino 

(3T3) e células de adenocarcinoma mamário murino (4T1). 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Purificar e despolimerizar a QS; 

• Sintetizar nanopartículas de QS/PEG, utilizando diferente proporções entre os 

polímeros; 

• Caracterizar o tamanho e o índice de polidispersão destas Np’s; 

• Encapsular o p-CA nas Np’s de Quitosana/PEG; 

• Analisar a Morfologia das Np’s de QS/PEG e Np’s QS/PEG – p-CA 

encapsulado por Microscopia Eletrônica de Varredura; 

• Avaliar as características espectroscópicas dos polímeros, do p-CA e 

formulações através de Espectroscopia de Infravermelho; 

• Determinar a variação da massa da QS, p-CA e das Np’s formuladas em relação 

ao tempo e a temperatura por Análise Termogravimétrica; 

• Diferenciar a cristalinidade e amorfização das amostras por Difração de Raio-X; 

• Quantificar a eficiência de encapsulação do p-CA e mimetizar a liberação das 

Np’s QS/PEG – p-CA simulando o pH gástrico e pH tumoral; 

• Analisar a citotoxicadade in vitro das Np’s frente as céluas de fibroblasto 

murino (3T3) e células de adenocarcinoma mamário murino (4T1). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 MATERIAIS  

A QS de baixo peso molecular (LWM) foi adiquirida Sigma-Aldricg pelo 

Laboratório de Biopolímeros do Departamento de Histologia e Embriologia (DHE) da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O Tripolifosfato Pentasódico 

Hexahidratado (TPP), o Polietileno glicol 8000 (PEG) e ácido p-Cumárico (p-CA) foram 

adquiridos da Sigma-Aldricg e gentilmente cedidos pelo Laboratório de Terras Raras 

(BSTR) do Departamento de Química Fundamental (DQF) da Universidade Federal de 

Pernambuco (UFPE). Hidróxido de sódio (NaOH), Nitrito de sódio (NaNO2), Ácido 

Acético Glacial, Etanol absoluto e Metanol utilizados nas fases subsequentes deste 

trabalho são de grau analítico e do acervo próprio dos Laboratórios de Biopolímeros da 

(DHE – UFPE) e do Laboratório de Terras Raras (DQF – UFPE). 

4.2 CÉLULAS  

As linhagens de células de fibroblasto murino (3T3) células de adenocarcinoma 

mamário murino (4T1) foram obtidas do Banco de Células do estado do Rio de Janeiro, 

e foram mantidas em estufa com atmosfera úmida, contendo 5% de CO2 a 37 ºC  no 

Laboratório de Biologia Celular do Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde da 

Universidade Federal de Alagoas (UFAL).  

4.3. PURIFICAÇÃO E DESPOLIMERIZAÇÃO DA QUITOSANA 

No processo de purificação utilizamos o protocolo de Signini e Campana Filho 

(2001) com algumas adaptações, onde foi utilizado 2 gramas de QS LWM solubilizado 

em 200 mL de ácido acético a 1%, a solução foi colocada em um balão volumétrico de 

fundo redondo e mantida sob agitação magnética por 16 horas a temperatura ambiente. 

Em seguida, foi realizada a filtração da solução através de membrana de Millipore de 

acetato de celulose no tamanho de 3µm. Posteriormente, foi preparado uma solução de 

NaOH à 40% (100 mL) e gotejado na solução de QS a fim de ajustar o pH para 8,0. A 

solução resultante foi centrifugada a 15.000 rpm por 20 minutos sendo realizada três 

lavagens com água e uma lavagem com etanol absoluto e colocada para secar em 

temperatura ambiente. 
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O processo de despolimerização foi realizado de acordo com a descrição de Janes 

e Alonso (2003) com algumas modificações, na qual a QS purificada foi adicionada à 200 

mL de ácido acético a 1% em um balão volumétrico de fundo redondo sob agitação 

magnética em temperatura ambiente, após a total solubilização foi incluído 10 mL de 

nitrito de sódio (NaNO2) a 0,1M para que a concentração final da solução fosse de 10 

mg/mL e mantida por agitação magnética a temperatura ambiente por 4 horas. Em 

seguida, a solução foi filtrada em filtro Millipore de acetato de celulose de 0,8 µm. Para 

o ajuste do pH para 8,0 foi novamente gotejado o NaOH a 40% e subsequentemente 

realizada a centrifugação a 15.000 rpm durante 20 minutos, sendo realizada três lavagens 

com água e uma lavagem com etanol absoluto. Após a centrifugação, a quitosana foi 

congelada e liofilizada. 

4.4. SÍNTESE DAS NANOPATÍCULAS 

4.4.1 Síntese da Nanopartícula de Quitosana/PEG (Np’s QS/PEG) 

As Np’s de QS/PEG foram sintetizadas através da adaptação do método de 

gelificação iônica descritos na literatura por CALVO et al. (1997) e por JAIN et al. 

(2016).  Deste modo, foram realizadas duas sínteses com diferentes proporções de 

QS/PEG (1:1 e 1:2 respectivamente 30mg de QS: 31mg de PEG, e 30mg de QS: 62 mg 

de PEG). Em um Becker de 50 mL foi adicionada a solução de ácido acético a 1% (15mL) 

e o PEG como agente surfactante sob agitação magnética com chapa aquecedora. Em 

seguida, foi adicionada a QS (30mg), a temperatura foi de 60 ºC e o pH ajustado para 5,0 

através do gotejamento de NaOH a 20%. O TPP (22,5 mg), agente reticulante, foi 

dissolvido em 3mL de água destilada, atigindo uma concentração final de 0,75% (p/v) e 

subsequentemente gotejado lentamente na solução. A solução permaneceu sob agitação 

magnética por 1hora, e em seguida centrifugada a 6000 rpm por 1 hora e posteriormente 

foi realizada 3 lavagens com água destilada e 3 centrifugações a 6000 rpm por 30 minutos 

para retirar o excesso do PEG. Após centrifugação a amostra foi sonicada por 30 minutos, 

congelada a -80ºC e liofilizada. 
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4.4.2 Síntese da Nanopartícula de Quitosana/PEG-Ácido Cumárico (Np’s QS/PEG 

– p-CA) 

As Np’s QS/PEG – p-CA foram formuladas na proporção de QS/PEG de 1:2, 

seguindo a mesma metodologia anteriormente descrita. 

Foi adicionado 62mg de PEG a uma solução de 15ml de ácido acético a 1% em 

um Becker de 50ml sob agitação magnética com chapa aquecida. Em seguida foi 

adicionada a QS, de modo que a temperatura, pH, concentrações/peso, da quitosana e da 

solução de ácido acético foram semelhantes a metodologia descrita anteriormente. 18mg 

de p-CA, foi solubilizado em 3ml de metanol (0,6% (p/v) isoladamente, mantido sob 

agitação magnética e gotejado na solução de QS/PEG. Em seguida 22,5mg do TPP foram 

solubilizados em 3ml de água destilada e gotejado na solução onde permaneceu sob 

agitação magnética em chapa aquecida a uma temperatura de 60°C por 1hora, e em 

seguida centrifugada a 6000 rpm por 1 hora. Subsequentemente foram realizadas 3 

lavagens com água destilada e 3 centrifugações a 6000 rpm por 30 minutos para retirar o 

excesso do PEG na solução o p-CA. Após a centrifugação a amostra foi sonicada por 30 

minutos, congelada a -80ºC e liofilizadas. 

4.5 CARACTERIZAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA 

4.5.1 Microscopia Eletrônica de Varredura  

As características morfológicas das nanopartículas foram examinadas por 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

(CPqAM). As amostras foram montadas em base de alumínio com fita de carbono e 

metalizadas com ouro pelo equipamento de crepitação por 240s, e posteriormente foram 

observadas usando o MEV JSM-5600L V (JEOL, Japão) a uma tensão de aceleração de 

15kV.  

4.5.2 Análise de Tamanho de Partícula e Índice de Polidispersão 

O tamanho das nanopartículas foi medido através do método de Espalhamento 

Dinâmico da Luz (DLS) também chamada de Espectroscopia de Correlação de Fótons 

(PCS) realizados no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). O 

tamanho foi medido através do equipamento Microtrac Zetatrac Legacy-Zetatrac com 
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versão do software Microtrac Flex 10.6.2. As amostras foram suspensas em água 

destilada, sonicada por 1 hora e encaminhadas para a análise. 

4.5.3 Espectro de Infravermelho com Transmissão de Fourrier (FT-IR) 

A caracterização das interações químicas entre QS, PEG e p-CA foram realizadas 

através do método de Espectrometria de infravermelho com transmissão de Fourrier 

(FTIR) realizado no Laboratório de Biofísica Química do Departamento de Biofísica da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O perfil espectrofotométrico das 

nanopartículas foi obtido a partir da técnica do espectrômetro Agilent 630 com 

comprimento de onda entre 4000 e 750 cm-1. As amostras em estado sólido foram 

prensadas contra um cristal de diamante usando uma braçadeira de pressão anexada ao 

aparelho seguida de leitura e registro. Os espectros de FTIR foram adquiridos em menos 

de 30 segundos e foram comparadas as amostras de referências em sua biblioteca. 

4.5.4 Análise Termogravimétrica (TGA) 

A avaliação da estabilidade térmica e dinâmica de decomposição das amostras foi 

realizada via análise termogravimétrica e análise térmica diferencial. O equipamento 

utilizado na análise termogravimétrica foi o Shimadzu, modelo DTG- 60H – 

Simultaneous DTA-TG Apparatus, do Laboratório de Terras Raras do Departamento de 

Química Fundamental da UFPE. Para se obter as curvas da Análise Termogravimétrica 

(TGA) e Análise Térmica Diferencial (DTG) foi utilizado um fluxo de 50 mL/min de N2 

com taxa de aquecimento de 10 ºC/min até 800 ºC, utilizando cadinho de alumina 

contendo massa de amostra em torno de 3,0 mg. A calibração do instrumento foi 

verificada antes dos ensaios empregando-se um padrão de oxalato de cálcio 

monohidratado, conforme norma ASTM (American Society for Testing and Materials 

Standards). 

4.5.5 Difratometria de raios-x (DR-X) 

A análise por difração de raios-X de pó foi utilizada para a identificação das fases 

cristalográficas presentes nas amostras. O equipamento utilizado para a realização das 

análises foi o difratômetro de raios-x da Rigaku modelo 2400 DMAX, usando um raio 

Kα de radiação do cobre (0,15 nm), operando com tubo alvo de cobre a 40 kV com 40 

mA, do Departamento de física da UFPE. Os difratogramas foram obtidos na faixa de 2θ 
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de 10 a 80 graus e passo 0,01°, o tempo de aquisição foi de 1 segundo à temperatura de 

25°C. 

4.5.6 Curva de calibração do Ácido p-Cumárico  

A curva de calibração foi determinada através de soluções preparadas em triplicata 

de p-CA solubilizadas em metanol cujas concentrações foram de 0,1 mg/mL a 0,005 

mg/mL e medidas por análise cromatográfica. A coluna utilizada na detecção foi a 

Ascentis Express C18 de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diâmetro interno e fase 

estacionária de 5 µm. A absorbância foi monitorada à 305 nm com um fluxo de fase móvel 

de 0,7 mL/min. A injeção das amostras foi de 30 µL e realizada em triplicata. A fase 

móvel utilizada foi constituída por 77% de água e 23% de acetonitrila e adicionado ácido 

fórmico na concentração de 0,12 g/L para atingir o pH de 3,5, seguindo a metodologia 

descrita por Salameh et al. (2008). Os dados da análise cromatográfica foram obtidos com 

ajuda do software Excel 2016 e compilados através do programa OriginPro 8. 

4.5.7 Eficiência de Encapsulação  

A eficiência de encapsulação do p-CA nas Np’s de QS/PEG foi determinada 

utilizando Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência (HPLC) da marca Shimadzu 

operando com um sistema de bombeamento binário de solventes do tipo LC-20AD, 

amostrador automático SIL-20A, detector UV-vis SPD-20A, forno para coluna CTO-

20A, o módulo de comunicação entre o HPLC e o computador é do tipo CBM-20A, 

contendo degaseificador DGU-20A.   

Np’s QS/PEG – p-CA (5mg) foram adicionadas a 50 mL de ácido acético a 1% 

sob agitação magnética por 30 minutos, a solução foi centrifugada a 6.000 rpm durante 

30 minutos. Uma alíquota de 5 mL do sobrenadante foi retirada e diluída em 100 mL de 

água, o pellet foi suspendido em 50 ml de metanol e submetido a uma nova agitação e 

posterior centrifugação como descrito anteriormente. As alíquotas foram retiradas em 

triplicata para serem analisadas através de cromatografia. 

Os dados obtidos foram interpretados utilizando o método de regressão linear pela 

equação da reta y = ax +b, da curva de calibração do p-CA, sendo: y = resposta medida; 

x = concentração; a = inclinação da curva de calibração (sensibilidade); b = interseção 

com o eixo y. 
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4.5.8 Estudo da Liberação in vitro do Ácido p-Cumárico a partir das Nanopartículas 

de Quitosana/PEG – p-CA 

Após o desenvolvimento da formulação farmacêutica, é necessário avaliar o perfil 

de liberação in vitro que irá determinar a quantidade de fármaco liberado por unidade de 

tempo. 

A avaliação do perfil de liberação in vitro do p-CA nas Np’s de QS/PEG – p-CA 

foi realizada mimetizando o pH gástrico e o pH tumoral conforme a metodologia 

preconizada pela USP 29 (2006).  

Uma solução contendo 500 mg de cloreto de sódio (NaCl), 2 mL de ácido 

clorídrico (HCl) e 250 mL de água (pH 2,0), 100 mL desta solução foi transferida para 

um Becker contendo 10 mg de nanopartículas de QS/PEG – p-CA. Esse sistema ficou 

mantido sob temperatura de 37 °C através de um banho-maria, e com auxílio de uma haste 

de vidro mantida sob agitação mecânica de 100 rpm durante 2 horas (Figura 5 e 6). Na 

primeira hora foram retiradas alíquotas de 2 mL (a cada 10 minutos) e outra alíquota de 

2 mL na segunda hora, todas as alíquotas foram retiradas em triplicata, analisadas quanto 

a presença do fármaco através do equipamento HPLC. 

Para avaliação da cinética de liberação em pH de 5,6, 10 mg das nanopartículas 

de QS/PEG – p-CA foi adicionada à 100 mL de uma solução de tampão fosfato (PBS 

0,1M). O sistema se manteve sob agitação mecânica durante 24 horas, as condições de 

temperatura, rotações por minuto e alíquitas na primeira hora se mantiveram iguais ao 

sistema anteriormente citados. E posteriormente nas 2, 4, 6, 12, 24 horas após o início da 

liberação do fármaco. Essas alíquotas também foram quantificadas pelo equipamento 

HPLC, quanto a presença do fármaco. Os dados obtidos foram analisados com ajuda do 

software Excel 2016 e plotados através do programa OriginPro 8. 
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Figura 5      Figura 6 

Figura 5 e 6: Sistema desenvolvido para Liberação controlada in vitro mimetizando o pH gástrico (pH= 

2,0) e pH tumoral  (pH= 5,6). (Fonte: autor). 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA 

4.6.1 Ensaio de Viabilidade Celular 

O ensaio de viabilidade celular foi realizado através do método do MTT (brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) (MOSMMANN, 1983). As linhagens 

celulares tumorais utilizadas foram de adenocarcinoma mamário murino (4T1) que foram 

cultivadas em meio Roswell ParK Memorial Institute Medium (RPMI), e as células de 

fibroblastos embrionário murino (3T3) cultivadas em meio Dulbecco/Vogt modified 

Eagle’s Minimal Essential Medium (DMEM), ambas suplementadas com 10% de soro 

fetal bovino, L-glutamina (2mM) e gentamicina (40 µg/mL) e mantidas em estufa a 37 

ºC em atmosfera úmida enriquecida com 5% de CO2. 

As células foram semeadas em uma placa de 96 poços (7 x 10³ células / poço) e 

tratadas com concentrações diferentes (9, 27 e 81 μg / mL) do p-CA, das Np’s QS/PEG e 

Np’s QS/PEG – p-CA dissolvidas previamente em solução de PBS acidificada, 

transferidas para uma solução de sulfóxido de dimetilo (DMSO) (1%) e incubadas 

durante 72 horas. Como droga antitumoral controle foi utilizada a cisplatina, nas mesmas 

concentrações citadas acima. 

Após a incubação com o tratamento, 22,5 μL de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 

-2,5-difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich - EUA) (5 mg /mL em PBS) foi adicionado a cada 
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poço e reencubado por 4 horas. Então, o sobrenadante foi descartado e 150 μL de DMSO 

foram adicionados a cada poço para solubilizar os cristais de formazano. A absorbância 

de cada poço foi registrada através de espectrofotômetro e a densidade óptica (OD) foi 

medida em um comprimento de onda de 540 nm. 

A porcentagem de células viáveis foi calculada através desta fórmula: (Células 

tratadas OD / células OD não tratadas) X 100. Os dados dos percentuais foram analisados 

através de análise de variância (ANOVA) seguidos pelo teste Newman-Keuls. Os 

resultados com p < 0,001 foram considerados significantes. O software utilizado foi 

ASSISTAT versão 7.7. 
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5 RESULTADOS 

5.1 CARACTERIZAÇÕES FÍSICO-QUÍMICAS DAS NANOPARTÍCULAS 

5.1.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

As Np’s QS/PEG nas proporções de 1:1 e 1:2, QS/PEG – p-CA apresentaram 

morfologia esférica (Figuras 7, 8, 9). Quanto ao diâmetro, as Np’s QS/PEG na proporção 

1:2 e QS/PEG – p-CA exibiram um diâmetro inferior a 200 nm. 

 

Figura 7: Fotomicrografia das Nanopartículas de Quitosana/PEG (QS/PEG) (1:1). (Fonte: autor). 
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Figura 8: Fotomicrografia das Nanopartículas de Quitosana/PEG QS/PEG) (1:2). (Fonte: autor). 

  

Figura 9: Fotomicrografia das Nanopartículas de Quitosana/PEG – ácido p-Cumárico (QS/PEG – p-CA). 

(Fonte: autor). 
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5.1.2 Análise de Tamanho de Partícula e Índice de Polidispersão 

O tamanho médio das Np’s formuladas bem como seus respectivos índices de 

polidispersão estão descritos na Tabela 2. O tamanho médio das Np’s QS/PEG nas suas 

diferentes proporções variou em torno de 80%. Estes resultados determinaram a escolha 

das Np’s QS/PEG na proporção 1:2 para o encapsulamento do p-CA e para as etapas 

subsequentes. As Np’s QS/PEG – p-CA mostraram um valor médio de 54 nm com PDI 

de 0,45. 

Tabela 2. Tipo de nanopartículas, tamanho e índice de polidispersão. (Fonte: autor). 

Tipo de Nanopartícula Tamanho Médio 

 

Índice de Polidispersão 

(PDI) 

QS/PEG 1:1 761 nm 0,26 

   

QS/PEG 1:2 

 

QS/PEG (1:2) – p-CA 

173,8 nm 

 

54 nm 

0,03 

 

0,45 

 

   

 

5.1.3 Espectro de Infravermelho com Transmissão de Fourrier (FT-IR) 

Na figura 10 estão os espectros para as amostras de QS, PEG, Np’s QS/PEG, p-

CA e Np’s QS/PEG – p-CA.  

A QS apresentou as principais bandas nas regiões 3343 cm-1, 1683 cm-1, 1649 cm-

1 e 1466 cm-1. A amostra do PEG expressou suas principais bandas na região 2916 cm-1, 

1425 cm-1, 1188 cm-1 e 1057 cm-1.  

O espectro de infravermelho do p-CA apresentou banda na região 3366 cm-1, 1732 

cm-1 e 1300 cm-1 e em 925 cm-1 à medida que as Np’s QS/PEG – p-CA em 1624 cm-1 e 

1465 cm-1. 
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Figura 10: Espectro de absorção na região do infravermelho (IV) quitosana (QS), polietilenoglicol (PEG), 

Nanopartícula de Quitosana/PEG (Np’s QS/PEG), ácido p-cumárico (p-CA) Nanonopartículas de 

Quitosana/PEG – ácido p-cumárico (Np’s QS/PEG – p-CA). 

 

5.1.4 Análise termogravimétrica (TGA) 

A QS exibiu três eventos de perda de massa durante o processo, onde a primeira 

perda foi de 14,2 % entre as temperaturas  26,5 °C a 153 °C, a segunda ocorreu entre 153 

a 415 °C e foi de 43,7% e a última perda foi de 45,2% tendo seu início em 415 °C 

finalizando em 733°C. Para a curva TG/DTG da quitosana, foi registrados três picos do 

DTG em 54, 265 e 613 °C  nas quais as áreas corresponderam a  10%, 30,3% e 30,4% de 

perda de massa respectivamente, corroborando com o resultado do TG (Figura 11).  
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Figura 11: Curva de TG/DTG da quitosana obtida em atmosfera de nitrogênio N2 no intervalo de 30-600°C 

na razão de 10°C/min. (Fonte: autor). 

A Np QS/PEG demonstrou três eventos de perda de massa, onde a primeira etapa 

ocorreu entre 33 a 126°C resultando numa diminuição de massa de 15,1%, a segunda 

perda foi de 29,8% entre as temperaturas 126 a 310 °C, e a terceira entre 310 a 600°C 

gerando uma redução de 21,7% de massa. Analisando a curva TG/DTG da Np QS/PEG, 

foram registrados dois picos do DTG em 64 e 255 °C nas quais as áreas corresponderam 

a 11,3% e 20,2% de perda de massa respectivamente, confirmando os dados analisados 

no TG (Figura 12). 
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Figura 12: Curva de TG/DTG das Np’s quitosana/PEG obtida em atmosfera de nitrogênio N2 no intervalo 

de 30-600°C na razão de 10°C/min. (Fonte: autor). 

Analisando os eventos no TG do p-CA, observam-se duas etapas de perda de 

massa, a primeira entre 28 a 265°C com perda de 73,3% e o segundo evento ocorre entre 

265 °C a 600 °C com perda de massa de 25,2 %. A curva TG/DTG do ácido cumárico 

mostrou um pico do DTG em 218 °C em que a sua área correspondeu 64,5% de perda de 

massa, estando em concordância com o analisado no TG (Figura13).  
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Figura 13: Curva de TG/DTG do ácido cumárico obtido em atmosfera de nitrogênio N2 no intervalo de 30-

600°C na razão de 10°C/min. (Fonte: autor). 

A NP QS/PEG – p-CA apresentou três eventos de perda de massa, onde a primeira 

mostrou uma redução de massa de 19,9% entre 26 a 140°C, a segunda perda foi de 29,7% 

entre as temperaturas 140 a 298 °C, e a terceira entre 298 a 600°C gerando uma perda de 

37,3%. A curva TG/DTG da Np QS/PEG – p-CA, exibiu dois picos do DTG em 52 e 240 

°C nas quais as áreas corresponderam a 18,2% e 20% de perda de massa respectivamente, 

concordando com os dados analisados no TG (Figura 14). 
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Figura 14: Curva de TG/DTG das Np’s quitosana/PEG-ácido cumárico obtida em atmosfera de nitrogênio 

N2 no intervalo de 30-600°C na razão de 10°C/min. (Fonte: autor). 

 

 

5.1.5 Difratometria de raios-x (DR-X) 

O difratograma para as amostras analisadas está ilustrado na figura a seguir 

(Figura 15). O composto p-CA exibiu características cristalinas com um pico intenso na 

região de 2θ em 25 ° além dos picos de menor intensidade. A QS exibiu característica 

praticamente amorfa, porém com picos na região de 2θ em 20° e 22,3°, o PEG também 

apresentou perfil cristalinos em que foi possível observar dois picos intensos nas regiões 

de 2θ em 19 e 23,12 ° além de outros picos de menor intensidade. Já as Np’s QS/PEG e 

Np’s QS/PEG – p-CA apresentaram características totalmente amorfas.  



54 

 

10 20 30 40 50 60 70 80

In
te

n
s
id

a
d

e
 N

o
rm

a
liz

a
d

a
 (

u
.a

.)

2 

QS

 PEG

QS/PEG

QS/PEG-AC

 

Figura 15: Difratograma de Raios -X (DRX) com o passo de 0,01°/s no intervalo de 10 a 80° 2θ do QS, 

PEG, QS/PEG e QS/PEG – p-CA. (Fonte: autor). 

 

5.1.6 Eficiência de encapsulação  

As Np’s QS/PEG – p-CA apresentaram uma eficiência de encapsulação de 79,6%, 

considerando os dados obtidos e analisados através da equação da reta da curva de 

calibração do p-CA (Figura 16). 
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Figura 16: Curva de calibração do Ácido Cumárico e Equação Linear da Reta, onde R2 é o coeficiente de 

determinação. (Fonte: autor). 

 

5.1.7 Liberação in vitro do Ácido p-Cumárico a partir das Nanopartículas de 

Quitosana/PEG 

O perfil de liberação in vitro do p-CA a partir das Np’s QS/PEG nos meios 

mimetizados estão representados na figura 17, onde observamos que no pH de 2,0 houve 

liberação de 90% da amostra na primeira hora enquanto que no pH de 5,6 houve uma 

liberação reduzida, em torno de 22%, durante o período do experimento 
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Figura 17: Perfil de liberação in vitro das Nanopartículas de Quitosana/PEG-Ácido Cumárico no pH 2,0 e 

pH 5,6 a 37ºC. (Fonte: autor). 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA 

5.2.1 Ensaio de Viabilidade Celular 

 O ensaio de citotoxidade demonstrou uma viabilidade da linhagem de células de 

fibroblasto murino superior a 90% quando tratadas com p-CA em todas as concentrações 

analisadas. As Np’s QS/PEG bem como as Np’s QS/PEG – p-CA apresentaram uma 

viabilidade celular igual ou superior a 100% em todas as concentrações analisadas, 

enquanto que a cisplatina (droga-controle) demonstrou uma citotoxidade reduzindo as 

células viáveis em torno de 50% na concentração de 9 µg/mL, e de aproximadamente 

30% nas concentrações de 27 µg/mL e 81 µg/mL (Figura 18). 
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Figura 18: Efeito do Ácido cumárico, Cisplatina, nanopartículas de quitosana/PEG e nanopartículas de 

quitosana/PEG-ácido cumárico sob a viabilidade celular da linhagem 3T3. A linha tracejada representa o 

grupo de controle (tratado com RPMI), e as barras representam o erro padrão das amostras. Para análise 

estatística foi utilizadoANOVA seguida pelo pós-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (Controle vs 

Células tratadas). (Fonte: autor). 

 

Na linhagem de adenocarcinoma mamário murino (4T1), o p-CA na forma isolada 

demonstrou uma viabilidade celular entre 90 e 80% nas concentrações de 9 µg/mL e 81 

µg/mL. As Np’s QS/PEG mostram atividade significante nas concentrações de 27 e 81 

µg/mL em torno de 70% e 20%. As Np’s QS/PEG – p-CA mostraram uma viabilidade 

em torno de 40% na concentração de 27 µg/mL e aproximadamente 10% na concentração 

de 81 µg/mL (Figura 19). 
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Figura 19: Efeito do Ácido cumárico, Cisplatina, nanopartículas de quitosana/PEG e nanopartículas de 

quitosana/PEG-ácido cumárico sob a viabilidade celular da linhagem 4T1. A linha tracejada representa o 

grupo de controle (tratado com RPMI), e as barras representam o erro padrão das amostras. Para análise 

estatística foi utilizadoANOVA seguida pelo pós-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (Controle vs 

Células tratadas). (Fonte: autor). 
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6 DISCUSSÃO 

6.1 CARACTERIZAÇÕES FÍSICO-QUÍMICAS 

6.1.1 Análise da Morfologia das Np’s por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) 

As Np’s QS/PEG nas proporções de 1:1 e 1:2 (Figuras 7 e 8), apresentaram 

morfologia esférica, tamanhos e diâmetros uniformes, confirmando a tendência de 

homogeneidade apontada pelos valores de índices de polidispersão em torno de 0,2. Essa 

característica uniforme mostrou-se diferente dos resultados apresentados pelas 

nanopartículas de QS referidas na literatura. (VITALI et al., 2008, BLANCO, 2011).  

A uniformidade pode ser devido ao revestimento das Np’s com PEG, surfactante 

hidrofílico não iônico, que em conjunto com a QS, promove a compactação e 

consequentemente redução do tamanho das nanopartículas, tornando o dispositivo 

desenvolvido mais biocompatível e mais estável em fluidos biológicos, pois diminui a 

tendência natural de agregação. (PREGO et al., 2006). 

As Np’s QS/PEG – p-CA (Figura 9) apresentaram características morfológicas 

semelhantes a Np’s QS/PEG, mostrando que a encapsulação do p-CA não provocou 

alterações morfológicas, resultado este compatível ao da literatura (HARRIS et al, 2011) 

que na formação de nanopartículas e microesferas de compostos fenólicos extraídos da 

erva mate em matriz de quitosana através do método de gelificação iônica, obteve a 

formação de microesferas de forma esférica com agregação ao longo da amostra 

analisada, corroborando com nossos resultados. 

6.1.2 Análise de Tamanho de Párticula e Índice de Polidispersão 

Os valores médios do tamnho das Np’s QS/PEG (1:1) e QS/PEG (1:2) expostos 

na tabela 2, apresentaram uma distribuição de tamanho de 761nm e 173,8 nm 

respectivamente. O tamanho das Np’s QS/PEG (1:2) foi bastante promissor uando 

comparado aos tamanhos das Np’s QS desenvolvidas nos estudos de Janes e Alonso 

(2003) e Gulati et al. (2014), com 254 nm e 303 nm de tamanho, respectivamente. Essa 

redução de tamanho pode estar associada ao PEG, que como agente surfactante, promove 

a redução da energia livre interfacial do sistema, diminuindo o diâmetro médio da 

partícula. (SCHAFFAZICK et al., 2003, NAG et al., 2016). 
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A diferença de tamanho entre as Np’s QS/PEG e QS/PEG – p-CA, medidas por 

DLS, pode ser atribuída a um inchaço das Np’s na solução durante a medidação de 

tamanho, indicando que possivelmente com a presença do p-CA as Np’s conseguiram se 

manter menores. (NAJAFABADI et al., 2014). 

O tamanho de partícula é uma característica importante em sistemas nanoméricos, 

quanto menor for a partícula maior será a biodisponibilidade e consequentemente um 

aumento na taxa de dissolução em diferentes áreas do organismo, como por exemplo a 

captação de partículas em células não fagocíticas é maior quando as Np’s se apresentam 

entre 20 a 50 nm.  (FRÖHLICH, 2012, NAJAFABADI et al., 2014). 

Os valores de índice de polidispersão nas Np’s QS/PEG, em ambas proporções, 

foi inferior a 0,2 que estas partículas apresentam uma boa homogeneidade. Valores índice 

de polidispersão acima de 0,3 indicam uma heterogeinidade do diâmetro das partículas 

na suspensão, e pode ser atribuída a agregação de partículas. (SILVA et al., 2010, 

SOUZA, P. M. S et al., 2012).   

6.1.3 Espectro de Infravermelho com Transmissão de Fourrier (FT-IR) 

A banda na região 3343 cm-1 apresentada no espectro de infravermelho da QS 

corresponde ao estiramento axial do grupo O-H; em 1683 cm-1, demonstra deformação 

axial do grupamento C=O da amida. A banda 1649 cm-1 está relacionada a deformação 

angular da amina e a região de 1466 cm-1 representa deformação angular de CH2. 

(SOUZA, K. V.D et al., 2010).  

O PEG exibiu os principais picos de absorções em 2916 cm-1, referente ao 

grupamento C-H alifático, assim como foi possível observar a absorção do grupamento 

C-O-C em 1188 cm-1(LONG et al., 2013, EL MAGHRABY, ELSERGANY, 2014) 

(Figura 10). 

As Np’s QS/PEG apresentaram comportamento semelhante ao espectro da 

quitosana, exceto pelo deslocamento da banda em 1649 cm-1 para 1608 cm-1 associada ao 

grupamento N-H da amina da quitosana. A presença do PEG nas amostras contribiu para 

esse deslocamento, pois as moléculas de PEG formam ligações de hidrogênio com os 

grupos amina da QS. (DE MELO FIORI et al., 2014).  

O espectro de infravermelho p-CA apresentou banda na região 3366 cm-1 referente 

ao grupamento O-H, em 1732 cm-1 e 1300 cm-1 espectro demonstrou pico do grupamento 
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C=O e C-O respectivamente característico do ácido carboxílico, bem como pico em 925 

cm-1 referente ao grupamento OH na posição “para” do anel” aromático do ácido. (KOC 

et al., 2016).  

O perfil do espectro das Np’s QS/PEG – p-CA foi similar ao perfil do espectro 

das Np’s QS/PEG, apresentando leve deslocamento na região do grupamento N-H e CH2, 

cuja banda nas Np QS/PEG foi evidenciada em 1609 cm-1 enquanto que nas Np’s QS/PEG 

– p-CA foi em 1624 cm-1, estas relacionadas ao grupamento N-H, já para o grupamento 

CH2 foi de 1463 cm-1 para 1465 cm-1 respectivamente. Os deslocamentos evidenciados 

podem sugerir uma possível interação química entre QS e o p-CA (Figura 10). 

6.1.4 Análise termogravimétrica (TGA) 

O perfil do TGA da QS mostrou três etapas de perda de massa, sendo a primeira 

relacionada a desidratação da QS, na região entre 27 a 153 ºC, a partir desta temperatura 

ocorre a decomposição da amostra em duas etapas nas regiões entre 153 a 415 ºC e 415 a 

733 ºC (Figura 11), este perfil está de acordo com os estudos de Santos et al. (2003) e 

Rao, Johns (2008). A perda de água, justifica-se pela afinidade dos polissacáridos com a 

água resultando assim em macromoléculas com estruturas desordenadas observadas em 

todas as amostras, e o segundo estágio ocorre devido a desidratação dos anéis de 

sacarídeos o início da decomposição do esqueleto da quitosana. (DUDHANI; 

KOSARAJU, 2010, GAUTAM et al., 2014). 

Segundo Matos et al. (2009), a curva termogravimétrica derivada (DTG) é um 

dado relevante obtido através da curva de TG, que expressa a derivada primeira da 

variação de massa (m) em relação ao tempo (dm/dt), sendo registrada em função do tempo 

ou da temperatura. Na curva de DTG são obtidos picos cujas áreas são proporcionais a 

variação de massa da amostra, apresentando informações mais facilmente visualizadas, 

como eventos sobrepostos, que em uma curva de TG. No nosso estudo observamos que 

as curvas de DTG confirmam os resultados obtidos pelas curvas de TG. 

O perfil termogravimétrico do p-CA, foi decorrente as degradações do composto, 

em que de acordo com a figura 13 houve uma maior perda de massa (73,34%) em 265 ºC 

seguida da degradação da amostra finalizando em 600 ºC (Figura 13), confirmando os 

resultados achados por Alevizou e Voutsas (2013). 
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As Np’s QS/PEG e Np’s QS/PEG – p-CA apresentaram um perfil de TGA com 

três perdas de massa onde a primeira perda está relacionada a desidratação da amostra e 

nas duas subsequente a decomposição da amostra (Figuras 12 e 14). Também podemos 

observar que as nanopartículas sintetizadas apresentaram uma maior estabilidade quando 

se diz respeito a redução de perca de massa, contudo ainda que as percas de massa 

ocorreram em menor quantidade, se deram a temperaturas inferiores quando comparadas 

a quitosana e o ácido cumárico isoladamente, corroborando com os dados encontrados no 

estudo de Laus e colaboradores. (LAUS et al., 2010).  

6.1.5 Difratometria de raios-x (DR-X) 

As análises de raios-X das amostras forma realizadas no intuito de verificar 

qualitativamente a fase cristalográfica das amostras e verificar alterações estruturais nas 

nanopartículas sintetizadas. 

A QS analisada apresentou um pico em 2 θ 20,06° que caracteriza seu caráter 

semicristalino devido a fortes interações intermoleculares caracterizadas pelas pontes de 

hidrogênio formadas entre os grupos amina, álcool, amida e outros grupos funcionais 

presentes na molécula de quitosana. Essas fortes interações fornecem certa organização à 

estrutura cristalina da QS (AKMAZ et al., 2013, GAUATAM et al., 2014), 

semelhantemente o PEG apresenta um pico em 2 θ 19º, revelando sua semi-cristalinidade 

(VRANDEČIĆ et al., 2010).    

O p - CA apresentou dois picos intensos em 2 θ 24,8º e 41,7º, corroborando com 

suas características cristalinas (CUNHA et al., 2012). As Np’s QS/PEG e Np’s QS/PEG 

– p-CA não apresentaram picos no difratograma, indicando que o processo de reticulação 

da quitosana através do gotejamento do TPP produz mudanças na propriedade física da 

cadeia de QS (SHARMA et al., 2003, CRUZ et al., 2016).  

No difratograma das Np’s QS/PEG – p-CA não foi possível observar os picos de 

difração do p-CA, sugerindo que o composto está totalmente disperso na nanopartícula. 

6.1.6 Eficiência de encapsulação 

A eficiência da encapsulação define a quantidade de substância retida no interior 

dos sistemas e depende, entre outros fatores, da afinidade entre o material que reveste a 

substância encapsulada. (ALMEIDA, 2013). 
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As Np’s QS/PEG – p-CA demonstraram uma eficiência de encapsulação de 

79,4%, mostrando uma capacidade de encapsulação superior ao descrito por Konecsni et 

al. (2012) que obteve 57,6% de rutina, outro composto fenólico do tipo bioflavonóide, 

encapsulada em nanopartículas de quitosana utilizando o método de gelificação iônica. 

Nori et al. (2011), propuseram a encapsulação por coacervação complexa do 

extrato de própolis, rico em compostos fenólicos, com proteína isolada de soja e pectina 

como agente encapsulante. Esses autores encontraram uma eficiência de encapsulação de 

66,12 a 72,01%, sendo o processo de encapsulação efetivo para preservar compostos 

fenólicos e flavonoides durante 6 meses de armazenamento, preservando também a 

atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato. 

Extrato fenólico de blackberry (ácido gálico, epicatechina, ácido p-

hidroxibenzóico) foi microencapsulado em matrizes de β-ciclodextrina, quitosana, 

xantana e hidrogéis de xantana e quitosana sendo os valores da eficiência de encapsulação 

de 52,4%, 75,5%, 46,5% e 66% para o ácido gálico, 51,5%, 24,5%, 48,5%, 41% para 

epicatechina, 14,5%, 0%, 0%, 0% para o ácido p-hidroxibenzóico respectivamente, 

indicando que a eficiência de encapsulação foi diretamente dependente do revestimento 

utilizado. A matriz de quitosana obteve maior encapsulação quando se tratou do ácido 

gálico (DA ROSA et al., 2014), assim como se mostrou um efetivo agente encapsulante 

para o composto utilizado em nosso estudo. 

6.1.7 Liberação in vitro do Ácido p-Cumárico a partir das Nanopartículas de 

Quitosana/PEG 

A liberação do p-CA a partir Np’s QS/PEG na figura 17, quando expostas ao pH 

2,0 (simulando o pH gástrico) apresentou um pico de liberação de 90% em 20 minutos, 

resultado este que difere do achado por Konecsni e colaboradores (2012) que ao expor 

suas nanopartículas de quitosana com rutina, ao pH de 1,4, não houve liberação durante 

as duas horas do experimento, sugerindo interações fortes entre a quitosana-rutina, o que 

não foi observado em nossos resultados. Resultado semelhante ao nosso foi obtido por 

Rutz (2013), onde as microcápsulas de quitosana liberaram em torno de 80% dos 

compostos fenólicos obtidos pelo suco da pitanga quando foram expostas ao pH 2,0 nas 

primeiras duas horas do ensaio, demosntrando que o perfil de liberação de uma droga está 

diretamente relacionado a distribuição desta droga na matriz polimérica, sendo assim, 
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depende das características físico-químicas da droga e dos componentes da matriz 

polimérica. (SPAGNOL et al., 2018).   

Outro fato importante a ser considerado é que a QS é altamente solúvel em meios 

ácidos, dessa forma quando as Np’s QS/PEG – p-CA entram em contato com o meio de 

pH 2,0 (simulando o pH gástrico) sofrem um aumento brusco levando a sua ruptura 

causado pela forte repulsão dos grupamentos aminos carregados positivamente. 

(GAMBOA, LEONG, 2013). Uma alternativa para contornar essa condição seria o 

revestimento das nanopartpiculas de quitosana com alginato, que é um polieletrólito 

aniônico bastante utilizado na formulação de nanopartículas de quitosana, onde esse 

complexo formado seria biodegradável e biocompatível e mecanicamente mais resiste em 

baixos valores de pH baixos onde a quitosana é solúvel. (HAMMAN, 2010). 

O estudo de liberação do p-CA em PBS pH de 5,6 (simulando o pH tumoral), foi 

realizado visto que os tumores convertem ativamente glicose em ácido lático, e devido a 

uma produção acima do normal, juntamente com o ácido carbónico tem um pH 

extracelular baixo. (DANQUAH et al., 2011). No nosso estudo verificamos que nessas 

condições ocorre liberação máxima de 22% em 40 minutos de liberação em um período 

de 24 horas o qual foi monitorado. Estes resultados sugerem que a liberação controlada 

de compostos fenólicos como o p-CA além de dependerem da distribuição destes 

compostos na matriz polimérica sofrem influência através do solvente e pH do meio. (DA 

ROSA et al., 2014). 

Um estudo de liberação de compostos fenólicos em diferentes matrizes 

poliméricas mostrou que em pH de 4,5 houve uma liberação superior em relação ao pH 

7,4, demosntrando que quanto menor o pH maior a facilidade de rompimento de partículas 

poliméricas, devido a maior facilidade de solubilização do material na parede. (DA ROSA 

et al., 2014). 

Esta diminuição de pH no meio, pode constituir uma vantagem no ponto de vista 

terapêutico, isto porque, há uma maior facilidade de acumulação de fármacos pouco 

ácidos nas células tumorais, e ainda, na libertação de fármacos que são transportados em 

nanopartículas, estáveis a pH neutro, mas sensíveis ao pH ácido, destabilizando-as e 

libertando o seu conteúdo. (DANQUAH et al., 2011). 
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6.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA 

6.2.1 Ensaio da Viabilidade Celular 

O ensaio para avaliar a capacidade de redução do MTT apresentou grande 

importância para avaliar o comportamento do p-CA frente as linhagens celulares de 

fibroblastos murino (3T3) e adenocarcinona mamário murino (4T1). 

As células 3T3 e 4T1 apresentaram uma viabilidade superior a 80% quando 

tratadas com o p-CA não encapsulado, em todas as concentrações testadas.  

A linhagem tumoral 4T1 possui várias características que tornam semelhantes ao 

câncer de mama humano. (PULASKI, OSTRAND‐ROSENBERG, 2001). Estudos in vivo 

mostraram que animais com tumores do tipo 4T1 quando tratados pela ingestão de suco 

de uva, houve um a redução na massa tumoral, atribuido a presença de grande quantidade 

de compostos fenólicos existentes no suco, incluindo o p-CA. (SINGLETARY et al., 

2003). 

 As Np’s QS/PEG e as Np’s QS/PEG – p-CA (figuras 18 e 19) demonstraram um 

citotoxidade dose-dependente na linhagem 4T1, além disso, as Np’s QS/PEG – p-CA 

demonstraram maior capacidade de redução na viabilidade celular nas concentrações de 

27 e 81 µg/mL. No estudo de Arulmozhi e colaboradores (2013), onde foi encapsulado o 

ácido elágico em Np’s de QS obtidas através do método de gelificação iônica com o uso 

de TPP, a citotoxidade em células de carcinoma oral (KB) foi superior quando o ácido 

elágico estava encapsulado do que na forma isolada, este fato poder ser explicado pela 

possibilidade de maior absorção intracelular das Np’s, uma vez que a superfície das 

partículas possuem carga positiva enquanto que a membrana celular uma carga negativa, 

e através de uma interação não específica facilitaria a difusão dessas partículas para o 

interior da célula. (VENKATESAN et al., 2011).  

As Np’s QS/PEG também mostraram uma considerável redução na viabilidade 

celular, concordando com os achados na literatura que demonstram que Np’s de QS 

possuem efeitos anticancerígenos. (LI et al., 2009, ARULMOZHI et al., 2013).  

A cisplatina foi utilizada, no nosso estudo, como droga antitumoral controle, por 

ser um fármaco antineoplásico do tipo alquilante com eficácia em tumores de mama, 

pulmão, cabeça, pescoço, ovário e testículos. (DASARI, TCHOUNWOU, 2014). Apesar 

da sua notável capacidade antitumoral, a cisplatina possui limitações no seu uso devido a 
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alta toxicidade provocada, além de provocar uma resistência adquirida a droga após 

determinado tempo de administração. (NEVES, VARGAS, 2011). Tanto nas células 3T3 

como nas células 4T1 a cisplatina mostrou alta toxicidade em todas as concetrações 

testadas. 

Apesar da avaliação da cinética de liberação controlada no pH de 5,6, apresentar 

uma liberação baixa a avaliação citotóxica mostrou resultado satisfatório na capacidade 

de redução da viabilidade celular. Estudos na literatura demonstraram que quando foi 

analisado apenas a capacidade de redução de radicais livres, o p-CA demosntrou 

capacidade inferior quando comparado ao ácido cafeico e felúrico (MATHEW et al., 

2015) porém quando analisaram a mesma atividade frente a linhages de adenocarcinoma 

de pulmão (A549) e adenocarcinoma de colón (HT29-D4) mostrou atividade igual ou 

superior que o ácido felurico e cafeico. (BOUZAIENE et al., 2015). Estes dados indicam 

que o p-CA pode agir de diferentes formas de acordo com as condições e o tipo de sistema 

analisado, como no caso em sistema de cultura celular, corroborando com nossos estudos. 
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7 CONCLUSÃO 

 

• As Np’s QS/PEG na proporção de 1:2, selecionadas no nosso estudo, 

apresentaram um tamanho de partícula de 173,8 nm com PDI de 0,03 e morfologia 

esférica, que demonstrou tamanho e morfologia adequados para a encapsulação 

do ácido cumárico; 

• O espectro de infravermelho por transmissão de Fourrier (FTIR) das Np’s 

QS/PEG e QS/PEG – p-CA mostrou alguns deslocamentos nas principais bandas, 

sugerindo interação entre os polímeros e o p-CA; 

• Através da análise térmica (TGA e DTG) as Np’s apresentaram uma redução na 

perda de massa, demostrando que as Np’s ofereceram uma condição de 

estabilidade maior relacionada à redução de massa, 

• A difratometria de raios x (DR-X) mostrou uma amorfização nas amostras das 

Np’s em relação a QS que apresenta um cárater semi-cristalino e o p-CA cristalino 

isso indica que as nanopartículas podem apresentar maior solubilidade e 

dissolução favorecendo a sua absorção celular em formulações farmaceuticas; 

• A capacidade de encapsulação do p-CA pelas Np’s QS/PEG foi de 79,6%, e 

quando submetidas em pH 2,0 tiveram uma liberação em torno de 90% , enquanto 

que em pH de 5,6 houve uma liberação de 22%; o que demonstra que a liberação 

sofre influência do pH do meio, que é uma condição importante para as vias de 

administração dessa formulação. 

• O ensaio de viabilidade celular mostrou que quando encapsulado nas Np’s, o p-

CA, conseguiu uma maior inibição celular frente a linhagem  4T1 em relação ao 

p-CA na sua forma livre sugerindo que através do encapsulamento nessas Np’s 

facilitou a permeação do p-CA no interior celular, potencializando sua atividade 

antitumoral. 
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