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RESUMO

InUmeras estratégias vém sendo desenvolvidas na terapia do cancer, como a
encapsulacdo de agentes antitumorais através de nanoparticulas (Np’s) poliméricas. O
presente trabalho propde o desenvolvimento de Np’s de Quitosana-Polietileno glicol
(Np’s QS/PEG), a fim de encapsular o Acido Cumarico (p-CA) e avaliar o seu potencial
citotoxico frente a linhagens celulares tumorais. As Np’s QS/PEG foram desenvolvidas
por gelificagdo idnica, analisadas quanto ao tamanho, morfologia e caracterizagoes fisico-
quimicas, também foi realizada a eficiéncia de encapsulacdo do p-CA, sua liberacéo in
vitro e a avaliacdo da citotoxidade frente as linhagens de fibroblastos murino (3T3) e
adenocarcinoma mamario murino (4T1). As Np’s QS/PEG apresentaram um tamanho de
173,8 nm com indice de polidispersdo de 0,03 e morfologia esférica. As caracteriza¢des
fisico-quimicas mostraram que houve interacdo entre os polimeros e o composto. A
capacidade de encapsulacdo das Np’s QS/PEG para o p-CA foi de 79,6%, e quando
submetidas em pH 2,0 tiveram uma liberacdo 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 inibicdo celular frente as linhagens estudas em relagédo ao
p-CA na sua forma livre. Assim, o encapsulamento do p-CA em QS facilitou a sua
permecdao para o interior da célula, demostrando seu potencial como uma futura
alternativa na terapia do cancer.

Palavras chaves: Nanoparticulas. Cancer. Quitosana. Acido Cumarico.



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’sinvitro 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 INTRODUCAO

O céncer é um problema de saude e vem ganhando grandes proporcdes, pois é
uma das maiores causas de morte em todo mundo. Com diagnostico tardio e tratamento
de alto custo, muito agressivo e invasivo, gera varios efeitos colaterais com grandes
repercussdes econémicas e sociais. (FERLAY ET AL. 2015).

Atualmente, inimeras estratégias vém sendo desenvolvidas e utilizadas na terapia
de cancer, estando a maioria destas comprometidas com a melhor forma de administragéo
da droga. Os chamados sistemas de carreamento, direcionam o medicamento no local
alvo, como é o caso dos nanocarreadores. Estes, além de trazer varios beneficios
terapéuticos como tamanho reduzido, estabilidade fisica e bioldgica para protecdo do
farmaco, podem também superar casos de resisténcia a multiplas drogas pelas células
cancerosas. (JABIR et al., 2012).

Agentes dietéticos naturais tém chamado a atencdo tanto em pesquisa como a
propria populacdo devido a sua capacidade de reduzir os riscos relacionados ao
desenvolvimento do céncer. Esses agentes dietéticos naturais possuem uma grande
variedade de compostos bioativos, incluindo os compostos fendlicos. (AMIN et al.,
2009).

O éacido cumarico (p-CA) é um &cido fendlico presente em cogumelos, cereais e
frutas, esta substancia apresenta atividades bioldgicas como acdo antioxidante, anti-
inflamatoria, antimutagénico, antiplaquetaria e anticancerigena que podem ser atraentes
em tratamentos tumorais. Estudos recentes mostram que o p-CA apresenta capacidade
elevada em eliminar espécies reativas de oxigénio em algumas linhages tumorais.
(PRAGASAM et al., 2013, EL-SEEDI ET AL., 2012).

A eficacia dos compostos fendlicos depende da garantia de sua estabilidade,
bioatividade e biodisponibilidade dos ingredientes ativos, sendo este o grande obstaculo,
ja que sdo suscetiveis & degradacdo. Este problema pode ser contornado através da
adsorcéo e ou encapsulacdo destes compostos em carreadores como nanoparticulas de
quitosana. (FANG, BHANDARI, 2010).

A quitosana (QS) é um polissacarideo obtido através da desacetilacdo da quitina,
vem sendo amplamente utilizada na inddstria farmacéutica, como um sistema de liberacéo

de farmacos, na industria alimenticia e engenharia de tecidos. A liberacdo de drogas a
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partir de nanoparticulas a base de quitosana depende do seu comportamento de
entumescimento, ou seja, absorcdo da agua, e também das interagdes droga-quitosana,
que sdo influenciadas pelo pH do meio. (SOARES et al, 2016, YUAN et al., 2010).

O uso de polietilenoglicol (PEG), um surfactante hidrofilico ndo iénico, como
copolimero na produgdo de nanoparticulas em conjunto com a quitosana, torna o
dispositivo desenvolvido mais biocompativel e mais estavel em fluidos bioldgicos, pois
diminui a tendéncia natural de agregacao. (PREGO et al, 2006).

Deste modo, o presente trabalho propde o desenvolvimento de nanoparticulas
Quitosana-PEG (Np’s QS/PEG), via gelificacdo idnica da quitosana, e encapsulamento
do &cido cumarico (p-CA), caracterizacdo destas particulas e avaliacdo do seu potencial
citotoxico, visando obter um sistema associado como um potencial promissor para agente

antitumoral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA

A nanociéncia pode ser definida como o estudo de fendmenos naturais que regem
0 comportamento dos &tomos, moléculas, e estruturas em escala nanométrica. A
nanotecnologia representa um conjunto de técnicas utilizadas na manipulacdo de atomos
e moléculas para a criacdo de novos materiais em escala nanométrica. (DIMER et al.,
2013. BRASIL, 2012b).

Grande atencdo tem sido voltada a esses materiais por apresentarem propriedades
fisico-quimicas diferentes dos materiais ja conhecidos, o que oferece grandes
possibilidades de aplicacbes, dentre as quais estdo 0s nanomedicamentos,
nanocarreadores terapéuticos, adjuvantes terapéuticos, diagnosticos e em diversos
produtos para a satde. (FALLEIROS et al., 2011).

Varios trabalhos cientificos relatam os beneficios da nanotecnologia na terapia em
que grande parte dos estudos visam o desenvolvimento de formulacGes nanotecnoldgicas
dirigidas ao tratamento do céancer, de doencas inflamatdrias, cardiovasculares,
neuroldgicas e ao combate do virus da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). (DIMER et
al., 2013).

O incentivo a nanotecnologia no nosso pais tem se mostrado progressivo. A
portaria n°® 245 de 5 de abril de 2012, do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacgao
publicada em 09 de abril de 2012 no Diéario Oficial, anunciou a criacdo do Sistema
Nacional de Laboratérios em Nanotecnologia (SisNano), para 0 aumento do peso da
atividade industrial no Produto Interno Bruto do pais, cujo apelo é principalmente voltado

a industria farmacéutica e de cosmeticos. (BRASIL, 2012a).

2.2 NANOTECNOLOGIA VOLTADA A CIENCIAS FARMACEUTICAS

2.2.1 Liberacdo Controlada de FArmacos

O sucesso das pesquisas na area da nanotecnologia estimulou o desenvolvimento
de transportadores em escala nanométrica para a liberagdo de farmacos de forma
controlada a partir de 1980. (HOFFMAN, 2008).
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Na liberacdo ndo controlada, isto é, no sistema de liberacdo convencional, a
concentracdo sanguinea de farmacos oscila em picos maximos e minimos de declinio, que
pode causar toxicidade em altas concentragdes ou a ineficiéncia do tratamento em baixas
concentragOes sanguineas. (AULTON, 2008).

Os dispositivos com liberacdo modificada tém como proposito melhorar a
disponibilidade de compostos bioativos. Neste ambito, uma liberacdo controlada refere-
se a producdo de uma concentracdo estavel no organismo dentro da faixa terapéutica e
reducdo dos efeitos secundarios (Figura 1). (SAEZ, HERNAEZ, LOPES, 2003).

—* LIBERAGAO NAO CONTROLADA

———— LIBERAGAO CONTROLADA

/\ /\ NIVEL TOXICO
\ \ LIBERAGAO CONTROLADA
/ v f \/ NIVEL TERAPEUTICO MINIMO

PERIDI:IE*
Figura 1: Sistema de Liberacdo controlada X Sistema de Liberacio N&o Controlada (Convencional). Fonte:
Laboratério de Quimica do Estado Soélido — LQES. Instituto de Quimica — UNICAMP

MNivel de Farmaco no plasma

(http://lges.igm.unicamp.br).

Varios estudos demonstram as vantagens das formas farmacéuticas de liberacéo
controlada sobre as formas farmacéuticas de sistema de liberacdo convencional, dentre as
quais podemos citar: reducdo da frequéncia de administracdo, maior adesdo do paciente
ao tratamento, reducdo dos efeitos colaterais e menor custo total do tratamento (Tabela
1). (ALLEN etal., 2013; AULTON, 2008; DAS, DAS, 2003; KREUTER, 2001).


http://lqes.iqm.unicamp.br/
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Tabela 1. Vantagens das formas farmacéuticas de liberagdo controlada sobre as formulas farmacéuticas

convencionais.

Vantagem

Explicacéo

Menores  oscilagbes  dos
plasmaticos do farmaco

niveis

A velocidade de liberacdo controlada
elimina os picos e depressdes das
concentragdes séricas do farmaco

Reducéo na frequéncia da dose

Maior Conveniéncia e Cooperacdo do

paciente

Os produtos com velocidade controlada
liberam mais que uma Unica dose de
medicamento, e assim sdo ingeridos com
menor frequéncia. Com redugdo da
administracdo menores sdo as chances de
esquecimento de uma dose.

Reducdo dos efeitos Colaterais

Devido a reducdo das oscilacbes do
farmaco, acima da faixa terapéutica e
também em niveis tdxicos, o surgimento de
efeitos colaterais sdo menos frequentes.

Reducdo na Frequéncia,
reducdo no custo do tratamento.

gerando

Embora o custo inicial do sistema de
liberacdo controlado seja maior que o
sistema convencional, com a reducdo da
frequéncia das doses, o0 beneficio
terapéutico ampliado e os efeitos colaterais
reduzidos, o tempo dispensado pelos
profissionais de salude no atendimento, a
administragdo e monitoramento  dos
pacientes fica reduzido.

Fonte: ANSEL et al., 2007.

2.2.2 Nanoparticulas

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

e nanoesferas. Nanocapsulas sdo sistemas reservatérios, em que o farmaco pode estar

dissolvido no nicleo e/ou adsorvido a membrana polimérica, isolando o nicleo do meio
externo. (AULTON, 2008. SCHAFFAZICK et al., 2003.). Enquanto que as nanoesferas

sdo sistemas em que o farmaco se encontra disperso de forma homogénea ou solubilizado

na matriz polimérica ou cerosa, sem nucleo definido (Figura 2). (AZEVEDO, 2002).
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Figura 2: Representagdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas: a) Farmaco dissolvido no nlcleo das

Parede
polimérica

Matriz
polimérica

Micleo

d)

Farmaco Farmaco

nanocapsulas; b) farmaco adsorvido na parede polimérica; c) farmaco retido na matriz polimérica da
nanoesfera; d) farmaco adsorvido ou disperso na matriz polimérica da nanoesfera. (Fonte: SCHAFFAZICK
etal., 2003).

A utilizacdo de Np’s poliméricas como sistema de liberacdo de farmacos apresenta
grandes vantagens tais como: protecdo do farmaco, direcionamento a sitios especificos,
estabilidade fisica e bioldgica suficiente para reter o farmaco e promover a liberagéo de
forma controlada, simplicidade no processo de formulacdo e estabilidade de farmacos
volateis. (KAYSER et al., 2005). Além de possuirem tamanho pequeno suficiente para
serem injetadas diretamente na circulacdo sanguinea, também possuem a capacidade de
administragdo por outras vias, tais como a pulmonar e nasal através de medicamentos
inalatorios e/ou aerossois, pela via transcutanea para administracdo de medicamentos pela
pele e absorvidos na circulagdo e pela via oral. (MOREIRA, 2014).

Polimeros sdo macromoléculas compostas por moléculas pequenas ligadas umas
as outras, que formam estruturas lineares, ramificadas e /ou ligagcBes cruzadas.
(PEREIRA, 2006). Os polimeros podem ser naturais ou sintéticos, como polimeros
naturais podemos citar celulose, colageno e quitosana, como exemplos de polimeros
sintéticos temos poli (etileno), poli (&lcool vinilico), poli (acrilamida) e poli
(etilenoglicol). (AZEVEDO, 2002). A quitosana (QS) é um dos polimeros que se destaca
na formulacdo de nanoparticulas polimericas, pois tem solucionado problemas como
solubilidade e hidrofobicidade de agentes terapéuticos. (SINHA et al., 2004. DENKBAS
et al., 2003).
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2.3 QUITINA E QUITOSANA

Em 1823, o pesquisador Odier, isolou uma substancia insoltuvel contida na
carapaca dos insetos e a denominou de quitina, cujo nome é derivado da palavra grega
Chiton que significa carapaca ou caixa protetora (KUMAR, 2000) e afirmou que se
tratava da mesma substancia encontrada nas plantas, a celulose, porém somente em 1843,
Payen detectou a presenca de nitrogénio na quitina a diferenciando da celulose.
(ALMEIDA, 2009).

A quitina é um polissacarideo nitrogenado, natural, branco, duro, e ineléstico
presente na carapacga dos crustaceos, nos exoesqueletos de insetos, em nematoides e nas
paredes celulares de fungos e de leveduras. (MUZZARELLI, 1983). A QS é um
polissacarideo catidnico composto por unidades obtida a partir da desacetilacao 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).

CH,OH NHCOCH;
FAN AU A
- "§ HO—- 0 JL.---;!""----.,[J ..
MHCOCH; CH,0H

n
QUITINA

RS ?[ )

mlmx

QUITOSANA

Figura 3: Representacdo das estruturas primarias da quitina e da quitosana. (Fonte: BATTISTI,
CAMPANA-FILHO, 2008).

A QS e a quitina sdo constituidas por unidades N-acetil-D-glicosamina e D-
glicosamina em porg&o varidveis, o primeiro tipo destas unidades sdo mais predominantes
na quitina, enquanto que a D-glicosamina se acentua na QS. (SILVA et al., 2006).
Conforme o grau médio de acetilacdo, parametro utilizado para determinar o grau de
unidades N-acetil-D-glicosamina na quitina e QS, pode-se obter diversos tipos de QS que
irdo demonstrar propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, massa molar,

viscosidade e grau de polimerizacdo variaveis. (MILIOLI, 2011; SILVA et al., 2006).
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A solubilidade da QS estéa ligada a quantidade de grupamentos aminos protonados
na cadeia polimérica. Em solugdes aquosas de acidos diluidos, os grupamentos amino da
QS adquirem maior nimero de carga positivas, quanto maior a quantidade destes grupos,
maior a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e também maior solvatacdo em &gua.
(RINAUDO, 2006; SANTOS et al, 2003).

O grau de protonacdo pode ser determinado pela variacdo da concentracao de QS.
Para uma determinada concentracdo de acido, o grau de protonacdo depende do pKa
(constante de acidez) do &cido utilizado para solubilizar a QS. Esta protonagdo
proporciona a qualidade de mucoadesdo oferecendo maior vantagem quando comparada
a outros polimeros naturais. (RINAUDO, 2006; AGNIHOTRI et al., 2004).

A QS é soluvel em solucdes &cidas como de acido cloridrico, acido férmico e
acido acético, sendo este o solvente mais empregado. A solubilidade depende da forga
ibnica do meio, do pH, do grau de desacetilagdo da quitosana, e da massa molar sendo
assim, todos esses fatores devem ser analisados para o0 uso da quitosana como biomaterial.
(RINAUDO, 2006; BERGER et al., 2004).

A massa molar, pode ser muito variavel e esta diretamente ligada a sua origem e
0 processamento da quitina. Alguns fatores como: tempo, temperatura, concentracdo dos
reagentes e condicBes atmosféricas empregadas na reacdo da desacetilacdo da quitina sdo
influenciadoras da distribuicdo da massa molar que pode ser determinada por
Cromatografia e Viscosimetria Capilar. (LARANJEIRA, FAVERE, 2009; ROBERTS,
1992, CANELLA, GARCIA, 2001).

A importancia da massa molar ¢é evidenciada em varios estudos que objetivam a
utilizacdo da quitosana para fins farmacéuticos, onde se tem notado que o
desenvolvimento de polimeros com baixa massa molecular tem demonstrado resultados
mais interessantes (SATO et al., 2001) como por exemplo o tamanho nas sinteses de
nanoparticulas de quitosana (GAN et al., 2005; YIEN et al., 2012) e atividade
antimicrobiana. (ZHENG, ZU, 2003).

2.4 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

Nanoparticulas de gquitosana apresentam vantagens sobre outras particulas por sua

capacidade de controle na liberagdo de agentes, na solubilidade em solucGes acidas
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aquosas e no uso de solventes que ndo oferecem grandes riscos a saude para sua sintese
(WILSON et al., 2010). Varias metodologias para sintese de Np’s de QS séo descritas na
literatura como por exemplo: emulsdo, spray-drying, micelar reverso. (AGNIHOTRI et
al., 2004).

A gelificacdo idnica é uma das técnicas mais utilizadas no preparo de Np’s, pois
ndo necessita a utilizacdo de agentes que reagem covalentemente com o polimero,
evitando uma possivel citotoxicidade ou efeitos indesejaveis por parte do agente
reticulante. (CALVO et al., 1997). Com esse método, as Np’s sdo obtidas devido a
ligagBes inter e intramoleculares entre a fase acida (pH 4-6) contendo quitosana e a fase
alcalina (pH7-9) contendo um contra-ion como o tripolifosfato de sodio (TPP)
(NasP3010), que é um polianion multivalente, com baixa toxicidade e baixo custo. (AJUN
et al., 2009; AOUADA, 2009).

O polietileno glicol (PEG), € um polimero constituido por unidades repetidas de
etileno glicol, e esta disponivel comercialmente com diferentes tamanhos e massa
molecular média em faixas definidas, sendo amplamente utilizado na industria biolégica,
quimica e farmacéutica, por ndo apresentar toxicidade, ndo-imunogénico e altamente
flexivel, na agregagdo de proteinas e outras biomoléculas melhorando o desempenho
farmacoldgico, e na producdo de surfactantes poliméricos principalmente no polimeros
hidrofobicamente modificados. (PIGNATELO, et al., 2015).

O PEG é utilizado como copolimero na produgéo de Np’s que em conjunto com a
quitosana, torna o dispositivo desenvolvido mais biocompativel e mais estavel em fluidos
bioldgicos, pois diminui a tendéncia natural de agregacdo por sua propriedade de
surfactante hidrofilico ndo i6nico. (PREGO et al., 2006). Os surfactantes sdo moléculas
anfifilicas formadas por uma porcdo hidrofébica e outra hidrofilica cuja parte apolar é
composta em grande parte por uma cadeia hidrocarbonada e a por¢éo polar é caracterizada
por uma parte idnica, ndo idnica ou anfotérica. (NITSCHKE, PASTORE, 2002). A fungéo
dos surfactantes é basicamente distribuir nas interfaces entra as fases fluidas que
apresentam diferencas nas polaridades, onde por meio desta distribuicdo podemos
diminuir as tenses interfacial e superficial. (NITSCHKE, PASTORE, 2002).
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2.5 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia de Np’s podem ser observadas por meio de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), que fornece também informacdes sobre o didmetro das particulas.
(HALL et al., 2007; SANTOS-MAGALHAES et al., 2000). O MEV trouxe uma nova
dimensdo ao estudo da morfologia, por produzir imagens de alta resolucdo e ampliacéo,
em até 300.000 vezes. (MANNHEIMER, 2002).

Sua utilizacdo é comum em biologia, odontologia, farmécia, engenharia, quimica,
metalurgia, fisica, medicina e geologia e € um dos mais versateis instrumentos disponiveis
para a observacdo e analise de caracteristicas microestruturais de objetos solidos. A
principal razéo de sua utilidade é a alta resolucdo que pode ser obtida quando as amostras
sdo observadas, outra caracteristica importante do MEV € a aparéncia 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 formacéo de
complexos de inclusdo, as alteracdes drasticas na forma das particulas, bem como no seu

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

2.5.2 Tamanho de Particula e indice de Polidispersidade

O tamanho das particulas e a sua distribuicdo sdo caracteristicas importantes na
determinacéo da via de administracdo. (SCHAFFAZICK et al, 2003). Uma das principais
técnicas utilizadas é a chamada Espalhamento Dindmico da Luz (DLS), que realiza a
medida do movimento browniano das particulas, determinando o didmetro hidrodinamico
das mesmas na suspensdo. (UNER, 2006; HEURTAULT et al, 2003.)

Deste modo, a intensidade da luz dispersa pode variar com o didmetro das
particulas e a velocidade dos movimentos brownianos, onde particulas menores
apresentam movimentos mais rapidos do que as particulas maiores e consequentemente
menos dispersdo de luz. (FINSY, DE JAEGER, 1991).

O indice de Polidispersidade ou Polidispersdo (PDI) fornece informagdes quanto
ao grau de homogeneidade de uma amostra. Quanto menor o seu valor, maior sera a

homogeneidade do diametro das particulas no sistema. (LIU, WU, 2010).
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2.5.3 Espectroscopia do Infravermelho por Transmissdo de Fourier (FT-IR)

A espectroscopia do infravermelho € um meétodo analitico utilizado para
identificacdo de grupos funcionais em moléculas orgéanicas no estado solido, liquido e
gasoso, onde cada grupo absorve uma frequéncia caracteristica, que pode ser de
estiramentos ou de deformacdo, correspondendo ao nivel de energia da molécula.
(SKOOG et al., 2002, PAVIA et al., 2008).

Para pesquisa na area farmacéutica esse método é utilizado para a identificacéo de
farmacos, andlise de pureza de amostras, investigacdo estrutural, cristalinidade,

interacOes entre farmacos e excipientes, entre outras aplicacdes. (KALINKOVA, 1999).

2.5.4 Andlise Termogravimétrica (TGA)

As analises térmicas demonstram grande relevancia para a industria farmacéutica,
pois apresentam dados no que se refere a caracterizacdo de farmacos e seus eventos
térmicos definidos, estudo de pureza, estudos de polimorfismo e estudo de
compatibilidade para farmacos. Tais dados sao ferramentas importantes para a avaliacdo
de pré-formulaces, e definicdo da estabilidade de farmacos e da formulagdo
farmacéutica. (OLIVEIRA et al., 2011).

A andlise Termogravimétrica (TGA) é uma técnica de analise térmica em que a
variacdo de massa da amostra é determinada como uma funcao de temperatura, ou tempo
de aquecimento, utilizando um programa controlado de temperatura. (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Para fins farmacéuticos, o uso do TGA é descrito na caracterizacao, determinacao
do grau de pureza e de umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo, na avaliacdo da
estabilidade de farmacos e medicamentos e em estudos de cinética de degradacao.
(OLIVEIRA et al., 2011).

2.5.5 Auvaliacdo da Cristalinidade — Difracdo de Raios-X (DR-X)

Essa técnica permite diferenciar compostos cristalinos e amorfos (UNER, 2006),
e é valida para fornecer informacGes que podem ser importantes em relacéo as particulas
produzidas e as matérias primas utilizadas. (BUNJES, UNRUH, 2007). O método de
difracdo consiste em um método simples e direto que permite a identificacdo do farmaco

sem necessidade de tratamento previo. (PHADNIS et al., 1997).
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No principio da difracdo de raios-X muitas funcdes nas analises farmacéuticas séo
assumidas, sendo esta uma poderosa ferramenta que permite alta precisdo nos resultados
quantitativos e qualitativos de misturas sélidas, também combina especificidade com um
alto nivel de exatiddo para a caracterizacdo dos farmacos solidos. E especialmente (til
para descri¢do do possivel comportamento polimorfico de farmacos, além de permitir a
identificacdo simultanea de ingredientes ativos multiplos em formulacdes farmacéuticas
diferentes. (JUNIOR, 2004).

2.6 CANCER

O céancer € uma das maiores ameacas da salde publica em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, cujo quadro tende a ndo se modificar por algumas décadas ja que
as causas que levam ao surgimento do cancer sdo inUmeras, que vdo desde o
envelhecimento da populacdo mundial aos maus habitos alimentares, e alguns
mecanismos multifatoriais que causam 0 seu surgimento ainda n&do estdo totalmente
elucidados. Nesse panorama, a estimativa para o biénio de 2016-2017 foi de 600 mil casos
de cancer. (INCA, 2015).

Essa patologia se da pelo crescimento celular desordenado, onde a caracteristica
principal que o define é a multiplicacdo rapida de células anormais que podem crescer
além de seus limites habituais, e em alguns casos migrar para tecidos adjacentes e se
espalhar para outros 6rgdos. Este processo é referido como metastase, e é a principal
causadora de morte. (RANG, 2001).

Muitos tipos de canceres podem ser prevenidos, evitando a exposicdo a fatores de
risco comuns. (LIANG et al., 2010). A prevengéo baseia-se na reducdo ou eliminacao
desses fatores que podem ser internos ou externos, onde os internos estdo ligados a
predisposicdo genética e o estresse oxidativo, enquanto que os externos estdo associados
ao meio ambiente, habitos ou costumes proprios de um meio sociocultural. O tratamento
consiste na escolha da terapia mais eficiente que pode ser cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, hormonoterapia, e uso de radiofarmacos sendo estabelecidos de acordo com
0 tipo de tumor e estagio da doenga (GARCIA et al., 2007, MOREIRA, 2014).

Muito embora o tratamento do cancer tenha apresentado evolugdes, grande parte

de suas modalidades terapéuticas, em especial, a quimioterapia e a radioterapia causam
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efeitos colaterais nas células normais, fato este, que determina a busca de acdes
terapéuticas que sejam menos agressivas ao paciente, e de forma mais eficiente que atinja
apenas as células tumorais, causando assim menores danos a salide do mesmo (DOS
SANTOS et al., 2002).

Uma atencdo crescente tem sido dedicada ao papel da dieta na saude humana.
Vaérios estudos epidemioldgicos indicaram que a alta ingestdo de produtos naturais
(vegetais e frutas) esta associada com uma reducao no risco de uma variedade de doencas
cronicas como aterosclerose e cancer. Estes efeitos tém sido particularmente atribuidos
aos compostos que possuem atividade antioxidante. Os principais antioxidantes séo as
vitaminas C e E, os caratenoides e os compostos fenélicos (PODSEDEK, 2007, LUNET
et al., 2005, RIBOLI, NORAT, 2003, ANNEMA et al., 2011, ANDRADE et al., 2012)

O estresse oxidativo, causado pelo desbalango entre os sistemas antioxidantes e a
producdo de compostos oxidativos (radicais livres) aparentemente esta associado com
diversas doencas de cunho multifatorial, especialmente os varios tipos de desordens
inflamatdrias, doencas cardiovasculares e cancer. Os mecanismos pelos quais essas
patologias se desenvolvem, geralmente envolvem alteracdes oxidativas de moléculas
consideradas criticas, o que inclui proteinas, carboidratos, acidos nucléicos além das
substancias envolvidas na modulacdo da expressdo génica e em respostas inflamatorias
(LAGUERRE et al., 2007).

2.7 ACIDO CUMARICO

O acido cumarico é um 4cido fenolico pertencente a familia dos acidos
hidroxicinamicos. Existem trés isdmeros deste composto que sdo chamadas de orto-
cumarico, meta-cumarico e para-cumarico, que recebem essa classificacdo de acordo com

a localizagdo do grupo hidroxila dentro da estrutura (Figura 4). (KOC et al., 2016).
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Figura 4: Estruturas quimica dos acidos cumaricos: a) orto-cumarico, b) meta-cumarico, ¢) para-cumarico.
(Fonte: GOPALAN et al., 2015. Figura adaptada).

Os compostos fenolicos constituem o maior grupo de antioxidantes naturais, e
estdo amplamente distribuidos na alimentacdo, especificamente o &cido p-cumarico (p-
CA) pode ser encontrado em frutas como: maca, uvas, laranja, peras; vegetais como:
feijdo, batata, cebola; e cererais como: aveia, milho e trigo. Varios estudos tém
demonstrado a importancia dos compostos fendlicos, principalmente o p-CA,
desempenham atividades importantes dentre as quais se destacam a atividade
antioxidante, atividade anti-inflamatéria, atividade antimutagénica, atividade
anticancerigena, além de atenuar a aterosclerose, o dano cardiaco oxidativo, ansiedade,
gota e diabetes. (PRAGASAM, et al., 2013).

Quando comparado a outros &cidos como o acido cafeico, acido ferdlico, e acido
clorogénico o p-CA possui maior biodisponibilidade e pode ser absorvido em todas as
porcdes do trato gastrointestinal dos ratos, com maior taxa de absorcao no jejuno, e com
excrecdo mais lenta quando comparada ao acido feralico na urina dos ratos. (ZHAO,
MOGHADASIAN, 2010).

Também possui baixa toxicidade (DL50 = 2850mg/Kg em camundongos),
servindo assim como precursor de outros compostos fendlicos, podendo existir na sua
forma livre ou conjugada, possuindo baixa solubilidade ou nenhuma solubilidade em agua
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 fendlicos frente a algumas espécies de oxigénio
reativas. De acordo com os estudos o p-CA apresentou atividade reduzida do que o acido

caféico e acido feldrico, contudo em outros estudos quando o &cido cumarico € exposto
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em culturas de células o p-CA teve atividade similar ao acido caféico e acido felurico, e
em concentracdes de 50-200 umol/L a capacidade de eliminacdo de radicais livres foi
superior a outros acidos nas linhages de célula A549 (adenocarcinoma de pulmao) e
HT29-D4 (adenocarcinoma de colon). Sendo assim foi possivel concluir que o p-CA pode
executar formas diferentes de acdo quando executado no sistema de uma forma isolada
para sistemas mais elaborados como cultura de células e a prépria alimentacdo.
(ESPINOSA et al, 2015, OU et al., 2009, BOUZAIENE et al.,2015).

Em outros estudos, o p-CA apresenta uma atividade antimutagénica e
antincancerigena bastante interessante, de acordo com as pesquisas, este composto
promove protecdo a cadeia do acido desoxirribonucleioco (DNA) evitando os danos que
sdo causados ao longo da cadeia devido ao estresse oxidativo, além de possuir efeito
citotoxico em algumas linhagens tumorais como neuroblastoma (N2a), adenocarcinoma
de colén (CaCo-2), linhagem celulares de cancer de pulmdo (NCI-H299, A549,
HCC827), cancer de figado (HPG2), e cancer de mama (MCF7). (KA, etal., 2014; LOO.
G, 2003).

Com distribuicdo na alimentacdo, o &cido cumarico possui atividades biolégicas
comprovadas, contudo a sua absorcdo, metabolizacdo e biodisponibilidade (via de
metabolismo, metabdlitos formados, biomarcadores, local de acdo) continuam em grande
parte desconhecidas, sendo necessario maiores investigacdes para a total elucidacéo.
(PEIN, 2016). Dessa forma a encapsulagdo destes compostos seria uma alternativa para
protecdo, melhor biodisponibilidade e consequentemente aumento potencial de expansao

das atividades biologicas deste composto.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanoparticulas de quitosana/polietilenoglicol via gelificacdo ibnica,
a fim de encapsular o acido cumérico, caracteriza-las fisico-quimica e morfologicamente
e avaliar seu potencial citotéxico, frente as linhagens de células de fibroblasto murino

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

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar e despolimerizar a QS;

e Sintetizar nanoparticulas de QS/PEG, utilizando diferente propor¢es entre 0s
polimeros;

e Caracterizar o tamanho e o indice de polidispersdo destas Np’s;

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

e Analisar a Morfologia das Np’s de QS/PEG e Np’s QS/PEG — p-CA
encapsulado por Microscopia Eletrénica de Varredura;

e Auvaliar as caracteristicas espectroscopicas dos polimeros, do p-CA e
formulacGes atraves de Espectroscopia de Infravermelho;

e Determinar a variagdo da massa da QS, p-CA e das Np’s formuladas em relacéo
ao tempo e a temperatura por Andalise Termogravimétrica;

e Diferenciar a cristalinidade e amorfizagao das amostras por Difracdo de Raio-X;

e Quantificar a eficiéncia de encapsulacdo do p-CA e mimetizar a liberacéo das
Np’s QS/PEG — p-CA simulando o pH gastrico e pH tumoral;

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

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

4.1 MATERIAIS

A QS de baixo peso molecular (LWM) foi adiquirida Sigma-Aldricg pelo
Laboratdrio de Biopolimeros do Departamento de Histologia e Embriologia (DHE) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O Tripolifosfato Pentasodico
Hexahidratado (TPP), o Polietileno glicol 8000 (PEG) e acido p-Cumarico (p-CA) foram
adquiridos da Sigma-Aldricg e gentilmente cedidos pelo Laboratério de Terras Raras
(BSTR) do Departamento de Quimica Fundamental (DQF) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Hidroxido de sodio (NaOH), Nitrito de sédio (NaNO,), Acido
Acético Glacial, Etanol absoluto e Metanol utilizados nas fases subsequentes deste
trabalho sdo de grau analitico e do acervo proprio dos Laboratdrios de Biopolimeros da
(DHE — UFPE) e do Laboratério de Terras Raras (DQF — UFPE).

4.2 CELULAS

As linhagens de células de fibroblasto murino (3T3) células de adenocarcinoma
mamario murino (4T1) foram obtidas do Banco de Células do estado do Rio de Janeiro,
e foram mantidas em estufa com atmosfera Umida, contendo 5% de CO. a 37 °C no
Laboratorio de Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

4.3. PURIFICAQAO E DESPOLIMERIZA(;AO DA QUITOSANA

No processo de purificacdo utilizamos o protocolo de Signini e Campana Filho
(2001) com algumas adaptacdes, onde foi utilizado 2 gramas de QS LWM solubilizado
em 200 mL de acido acético a 1%, a solucédo foi colocada em um baldo volumétrico de
fundo redondo e mantida sob agitacdo magnética por 16 horas a temperatura ambiente.
Em seguida, foi realizada a filtracdo da solugdo através de membrana de Millipore de
acetato de celulose no tamanho de 3um. Posteriormente, foi preparado uma solugéo de
NaOH a 40% (100 mL) e gotejado na solucdo de QS a fim de ajustar o pH para 8,0. A
solucéo resultante foi centrifugada a 15.000 rpm por 20 minutos sendo realizada trés
lavagens com agua e uma lavagem com etanol absoluto e colocada para secar em

temperatura ambiente.
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O processo de despolimerizacéo foi realizado de acordo com a descricdo de Janes
e Alonso (2003) com algumas modificacGes, na qual a QS purificada foi adicionada a 200
mL de &cido acético a 1% em um baldo volumétrico de fundo redondo sob agitacdo
magnética em temperatura ambiente, apos a total solubilizacdo foi incluido 10 mL de
nitrito de sodio (NaNO?) a 0,1M para que a concentracéo final da solugdo fosse de 10
mg/mL e mantida por agitacdo magnética a temperatura ambiente por 4 horas. Em
seguida, a solucdo foi filtrada em filtro Millipore de acetato de celulose de 0,8 um. Para
0 ajuste do pH para 8,0 foi novamente gotejado o NaOH a 40% e subsequentemente
realizada a centrifugagdo a 15.000 rpm durante 20 minutos, sendo realizada trés lavagens
com agua e uma lavagem com etanol absoluto. Apds a centrifugacdo, a quitosana foi

congelada e liofilizada.

4.4, SINTESE DAS NANOPATICULAS

4.4.1 Sintese da Nanoparticula de Quitosana/PEG (Np’s QS/PEG)

As Np’s de QS/PEG foram sintetizadas através da adaptacdo do método de
gelificacdo i0nica descritos na literatura por CALVO et al. (1997) e por JAIN et al.
(2016). Deste modo, foram realizadas duas sinteses com diferentes proporcdes 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 solucéo de acido acético a 1% (15mL)
e 0 PEG como agente surfactante sob agitacdo magnética com chapa aquecedora. Em
seguida, foi adicionada a QS (30mg), a temperatura foi de 60 °C 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 agua destilada, atigindo uma concentracéo final de 0,75% (p/v) e
subsequentemente gotejado lentamente na solucdo. A solugdo permaneceu sob agitacdo
magnética por 1hora, e em seguida centrifugada a 6000 rpm por 1 hora e posteriormente
foi realizada 3 lavagens com &gua destilada e 3 centrifugagdes a 6000 rpm por 30 minutos
para retirar o excesso do PEG. Apos centrifugagdo a amostra foi sonicada por 30 minutos,

congelada a -80°C e liofilizada.
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4.4.2 Sintese da Nanoparticula de Quitosana/PEG-Acido Cumarico (Np’s QS/PEG
- p-CA)

As Np’s QS/PEG — p-CA foram formuladas na proporgéo de QS/PEG de 1:2,
seguindo a mesma metodologia anteriormente descrita.

Foi adicionado 62mg de PEG a uma solucdo de 15ml de &cido acético a 1% em
um Becker de 50ml sob agitagdo magnética com chapa aquecida. Em seguida foi
adicionada a QS, de modo que a temperatura, pH, concentracdes/peso, da quitosana e da
solucdo de &cido acético foram semelhantes a metodologia descrita anteriormente. 18mg
de p-CA, foi solubilizado em 3ml de metanol (0,6% (p/v) isoladamente, mantido sob
agitacdo magnética e gotejado na solucdo de QS/PEG. Em seguida 22,5mg do TPP foram
solubilizados em 3ml de agua destilada e gotejado na solu¢do onde permaneceu sob
agitacdo magnética em chapa aquecida a uma temperatura de 60°C por lhora, e em
seguida centrifugada a 6000 rpm por 1 hora. Subsequentemente foram realizadas 3
lavagens com agua destilada e 3 centrifugagdes a 6000 rpm por 30 minutos para retirar o
excesso do PEG na solucgédo o p-CA. Apds a centrifugacdo a amostra foi sonicada por 30

minutos, congelada a -80°C e liofilizadas.

4.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura

As caracteristicas morfolégicas das nanoparticulas foram examinadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CPgAM). As amostras foram montadas em base de aluminio com fita de carbono e
metalizadas com ouro pelo equipamento de crepitacdo por 240s, e posteriormente foram
observadas usando o MEV JSM-5600L V (JEOL, Japéo) a uma tenséo de aceleracéo de
15kV.

4.5.2 Anélise de Tamanho de Particula e indice de Polidispersdo

O tamanho das nanoparticulas foi medido através do método de Espalhamento
Dinamico da Luz (DLS) também chamada de Espectroscopia de Correlagdo de Fotons
(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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versdo do software Microtrac Flex 10.6.2. As amostras foram suspensas em agua

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

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

A caracterizacdo das interagdes quimicas entre QS, PEG e p-CA foram realizadas
através do método de Espectrometria de infravermelho com transmissdo de Fourrier
(FTIR) realizado no Laboratorio de Biofisica Quimica do Departamento de Biofisica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O perfil espectrofotométrico das
nanoparticulas foi obtido a partir da técnica do espectrébmetro Agilent 630 com
comprimento de onda entre 4000 e 750 cm™. As amostras em estado sélido foram
prensadas contra um cristal de diamante usando uma bracadeira de pressao 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 referéncias em sua biblioteca.

4.5.4 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A avaliacdo da estabilidade térmica e dindmica de decomposicdo das amostras foi
realizada via analise termogravimétrica e analise térmica diferencial. O equipamento
utilizado na andlise termogravimétrica foi o Shimadzu, modelo DTG- 60H -
Simultaneous DTA-TG Apparatus, do Laboratdrio de Terras Raras do Departamento de
Quimica Fundamental da UFPE. Para se obter as curvas da Analise Termogravimétrica
(TGA) e Analise Térmica Diferencial (DTG) foi utilizado um fluxo de 50 mL/min de N2
com taxa de aquecimento de 10 °C/min até 800 °C, utilizando cadinho de alumina
contendo massa de amostra em torno de 3,0 mg. A calibragdo do instrumento foi
verificada antes dos ensaios empregando-se um padrdo de oxalato de célcio
monohidratado, conforme norma ASTM (American Society for Testing and Materials
Standards).

4.5.5 Difratometria de raios-x (DR-X)

A andlise por difracdo de raios-X de po foi utilizada para a identificacéo das fases
cristalogréficas presentes nas amostras. O equipamento utilizado para a realizacdo das
analises foi o difratbmetro de raios-x da Rigaku modelo 2400 DMAX, usando um raio
Ka de radiag@o do cobre (0,15 nm), operando com tubo alvo de cobre a 40 kV com 40

mA, do Departamento de fisica da UFPE. Os difratogramas foram obtidos na faixa de 26
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de 10 a 80 graus e passo 0,01°, o tempo de aquisicdo foi de 1 segundo a temperatura de
25°C.

4.5.6 Curva de calibrac&o do Acido p-Cumarico

A curva de calibragdo foi determinada através de solugdes preparadas em triplicata
de p-CA solubilizadas em metanol cujas concentragdes foram de 0,1 mg/mL a 0,005
mg/mL e medidas por analise cromatografica. A coluna utilizada na deteccdo foi a
Ascentis Express C18 de 250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e fase
estacionaria de 5 um. A absorbancia foi monitorada a 305 nm com um fluxo de fase movel
de 0,7 mL/min. A injecdo das amostras foi de 30 L e realizada em triplicata. A fase
movel utilizada foi constituida por 77% de dgua e 23% de acetonitrila e adicionado acido
férmico na concentracdo de 0,12 g/L para atingir o pH de 3,5, seguindo a metodologia
descrita por Salameh et al. (2008). Os dados da analise cromatografica foram obtidos com
ajuda do software Excel 2016 e compilados através do programa OriginPro 8.

4.5.7 Eficiéncia de Encapsulagao

A eficiéncia de encapsulacdo do p-CA nas Np’s de QS/PEG foi determinada
utilizando Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) da marca Shimadzu
operando com um sistema de bombeamento binario de solventes do tipo LC-20AD,
amostrador automatico SIL-20A, detector UV-vis SPD-20A, forno para coluna CTO-
20A, 0 médulo de comunicacdo entre 0 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 &cido acético a 1%
sob agitacdo magnética por 30 minutos, a solucédo foi centrifugada a 6.000 rpm durante
30 minutos. Uma aliquota de 5 mL do sobrenadante foi retirada e diluida em 100 mL de
agua, o pellet foi suspendido em 50 ml de metanol e submetido a uma nova agitacéo e
posterior centrifugacdo como descrito anteriormente. As aliquotas foram retiradas em
triplicata para serem analisadas através de cromatografia.

Os dados obtidos foram interpretados utilizando o método de regressao linear pela
equacdo da reta y = ax +b, da curva de calibracdo do p-CA, sendo: y = resposta medida;
X = concentracdo; a = inclinagdo da curva de calibragdo (sensibilidade); b = interse¢éo

com o eixoy.
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4.5.8 Estudo da Liberagcao in vitro do Acido p-Cumarico a partir das Nanoparticulas
de Quitosana/PEG - p-CA

Ap0s o desenvolvimento da formulacdo farmacéutica, é necessario avaliar o perfil
de liberagdo in vitro que ira determinar a quantidade de farmaco liberado por unidade de
tempo.

A avaliacao do perfil de liberacdo in vitro do p-CA nas Np’s de QS/PEG — p-CA
foi realizada mimetizando o pH gastrico e o pH tumoral conforme a metodologia
preconizada pela USP 29 (2006).

Uma solucdo contendo 500 mg de cloreto de sddio (NaCl), 2 mL de &cido
cloridrico (HCI) e 250 mL de agua (pH 2,0), 100 mL desta solucédo foi transferida para
um Becker contendo 10 mg de nanoparticulas de QS/PEG — p-CA. Esse sistema ficou
mantido sob temperatura de 37 °C através de um banho-maria, e com auxilio de uma haste
de vidro mantida sob agitacdo mecénica de 100 rpm durante 2 horas (Figura 5 e 6). Na
primeira hora foram retiradas aliquotas de 2 mL (a cada 10 minutos) e outra aliquota de
2 mL na segunda hora, todas as aliquotas foram retiradas em triplicata, analisadas quanto
a presenca do farmaco através do equipamento HPLC.

Para avaliacdo da cinética de liberagdo em pH de 5,6, 10 mg das nanoparticulas
de QS/PEG - p-CA foi adicionada a 100 mL de uma solucdo de tampéo fosfato (PBS
0,1M). O sistema se manteve sob agitacdo mecanica durante 24 horas, as condi¢des de
temperatura, rotagcbes por minuto e aliquitas na primeira hora se mantiveram iguais ao
sistema anteriormente citados. E posteriormente nas 2, 4, 6, 12, 24 horas apds o inicio da
liberacdo do farmaco. Essas aliquotas também foram quantificadas pelo equipamento
HPLC, quanto a presenca do farmaco. 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 Liberacdo controlada in vitro mimetizando o pH gastrico (pH=
2,0) e pH tumoral (pH=5,6). (Fonte: autor).

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
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-difeniltetraz6lio) (MOSMMANN, 1983). As linhagens
celulares tumorais utilizadas foram de adenocarcinoma mamario murino (4T1) que foram
cultivadas em meio Roswell ParK Memorial Institute Medium (RPMI), e as células de
fibroblastos embrionario 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 pg/mL) e mantidas em estufa a 37
°C em atmosfera imida enriquecida com 5% de COx.

As células foram semeadas em uma placa de 96 pogos (7 x 103 células / poco) e
tratadas com concentracOes diferentes (9, 27 e 81 ug/ mL) do p-CA, das Np’s QS/PEG e
Np’s QS/PEG - p-CA dissolvidas previamente em solucdo de PBS acidificada,
transferidas para uma solugdo de sulfoxido de dimetilo (DMSO) (1%) e incubadas
durante 72 horas. Como droga antitumoral controle foi utilizada a cisplatina, nas mesmas
concentrages citadas acima.

Ap0s a incubacdo com o tratamento, 22,5 uL. de MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich - EUA) (5 mg /mL em PBS) foi adicionado a cada
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poco e reencubado por 4 horas. Entdo, o sobrenadante foi descartado e 150 uLL de DMSO
foram adicionados a cada pogo para solubilizar os cristais de formazano. A absorbancia
de cada poco foi registrada através de espectrofotdmetro e a densidade 6ptica (OD) foi
medida em um comprimento de onda de 540 nm.

A porcentagem de células viaveis foi calculada atraves desta formula: (Células
tratadas OD / células OD néo tratadas) X 100. Os dados dos percentuais foram analisados
através de andlise de variancia (ANOVA) seguidos pelo teste Newman-Keuls. Os
resultados com p < 0,001 foram considerados significantes. O software utilizado foi
ASSISTAT verséo 7.7.
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACOES FiSICO-QUIMICAS DAS NANOPARTICULAS

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As Np’s QS/PEG nas proporgoes de 1:1 e 1:2, QS/PEG — p-CA apresentaram
morfologia esférica (Figuras 7, 8, 9). Quanto ao didmetro, as Np’s QS/PEG na proporg¢ao
1:2 e QS/PEG — p-CA exibiram um didmetro inferior a 200 nm.

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

Figura 9: Fotomicrografia das Nanoparticulas de Quitosana/PEG — acido p-Cumarico (QS/PEG — p-CA).
(Fonte: autor).
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5.1.2 Analise de Tamanho de Particula e Indice de Polidispers&o

O tamanho médio das Np’s formuladas bem como seus respectivos indices de
polidispersédo estdo descritos na Tabela 2. O tamanho médio das Np’s QS/PEG nas suas
diferentes proporcdes variou em torno de 80%. Estes resultados determinaram a escolha
das Np’s QS/PEG na proporgdo 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 nanoparticulas, tamanho e indice de polidispersdo. (Fonte: autor).

Tipo de Nanoparticula Tamanho Médio indice de Polidispersdo
(PDI)
QS/PEG 1:1 761 nm 0,26
QS/PEG 1:2 173,8 nm 0,03
QS/PEG (1:2) — p-CA 54 nm 0,45

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

Na figura 10 estdo 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 regides 3343 cm™, 1683 cm™, 1649 cm
1 e 1466 cm™. A amostra do PEG expressou suas principais bandas na regido 2916 cm™,
1425 cm™, 1188 cm™ e 1057 cm™.

O espectro de infravermelho do p-CA apresentou banda na regifo 3366 cm™, 1732
cm? e 1300 cm™ e em 925 cm™ a medida que as Np’s QS/PEG — p-CA em 1624 cm™ e
1465 cm™.
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Figura 10: Espectro de absorcao na regido do infravermelho (1V) quitosana (QS), polietilenoglicol (PEG),
Nanoparticula de Quitosana/PEG (Np’s QS/PEG), acido p-cumarico (p-CA) Nanonoparticulas de
Quitosana/PEG — 4cido p-cumarico (Np’s QS/PEG — p-CA).

5.1.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

A QS exibiu trés 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 Ultima perda foi de 45,2% tendo seu inicio em 415 °C
finalizando em 733°C. Para a curva TG/DTG da quitosana, foi registrados trés picos do
DTG em 54, 265 e 613 °C nas quais as areas 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 nitrogénio N2 no intervalo de 30-600°C

na razdo de 10°C/min. (Fonte: autor).

A Np QS/PEG demonstrou trés eventos de perda de massa, onde a primeira etapa
ocorreu entre 33 a 126°C resultando numa diminuigdo 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 reducdo 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 areas 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 nitrogénio N2 no intervalo
de 30-600°C na razdo 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 0 segundo evento ocorre entre
265 °C a 600 °C com perda de massa de 25,2 %. A curva TG/DTG do acido cumarico
mostrou um pico do DTG em 218 °C em que a sua area correspondeu 64,5% de perda de

massa, estando em concordancia com o analisado no TG (Figural3).



52

TGA Acido Cumarico .
% %/min
4000
100.00}
-73.344%
20.00
50.00} o
-25.280%
-20.00
-0.00F -40.00
-0.00 700.00 200,00 300.00 400.00 500.00 600.00
Temp [C]

Figura 13: Curva de TG/DTG do &cido cumarico obtido em atmosfera de nitrogénio N2 no intervalo de 30-

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

A NP QS/PEG — p-CA apresentou trés eventos de perda de massa, onde a primeira
mostrou uma reducdo 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 areas 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-4cido cumarico obtida em atmosfera de nitrogénio

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

5.1.5 Difratometria de raios-x (DR-X)

O difratograma para as amostras analisadas esta ilustrado na figura a seguir
(Figura 15). O composto p-CA exibiu caracteristicas cristalinas com um pico intenso na
regidao de 20 em 25 ° além dos picos de menor intensidade. A QS exibiu caracteristica
praticamente amorfa, porém com picos na regido de 20 em 20° e 22,3°, o PEG também
apresentou perfil cristalinos em que foi possivel observar dois picos intensos nas regides
de 20 em 19 e 23,12 ° além de outros picos de menor intensidade. J& as Np’s QS/PEG e

Np’s QS/PEG — p-CA apresentaram caracteristicas totalmente amorfas.
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Figura 15: Difratograma de Raios -X (DRX) com o passo de 0,01°/s no intervalo de 10 a 80° 26 do QS,
PEG, QS/PEG e QS/PEG — p-CA. (Fonte: autor).

5.1.6 Eficiéncia de encapsulacdo
As Np’s QS/PEG — p-CA apresentaram uma eficiéncia de encapsulacao de 79,6%,
considerando os dados obtidos e analisados através da equacdo da reta da curva de

calibracdo do p-CA (Figura 16).
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Curva de Calibracao do Acido Cumarico
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Figura 16: Curva de calibracio do Acido Cumérico e Equagéo Linear da Reta, onde R? é o coeficiente de
determinacgéo. (Fonte: autor).

5.1.7 Liberacdo in vitro do Acido p-Cumaérico a partir das Nanoparticulas de
Quitosana/PEG

O perfil de liberagcdo in vitro do p-CA a partir das Np’s QS/PEG nos meios
mimetizados estédo representados na figura 17, onde observamos que no pH de 2,0 houve
liberacdo de 90% da amostra na primeira hora enquanto que no pH de 5,6 houve uma

liberacdo reduzida, em torno de 22%, durante o periodo do experimento
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Figura 17: Perfil de liberago in vitro das Nanoparticulas de Quitosana/PEG-Acido Cumarico no pH 2,0
pH 5,6 a 37°C. (Fonte: autor).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

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 concentracfes
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 concentracfes analisadas,
enquanto que a cisplatina (droga-controle) demonstrou uma citotoxidade reduzindo as
células viaveis em torno de 50% na concentracdo de 9 pg/mL, e de aproximadamente

30% nas concentragdes de 27 pg/mL e 81 pg/mL (Figura 18).



57

125+
-

— 100----- L 2 L X X K 3 L J -I-C-I----
-,O‘LI?‘ s s
.E 75-
=
b
- 50-
S
=
S 257

0 .

9 27 81 g 27 &1 9 27 81 9 27 81
Concentragdo pgmL

[ 1 pmso

Bl Acido Cumarico [ Nanoparticula Quitosana/PEG

I Cisplatina [ 1 Nanoparticula Quitosana/PEG - Acido

Cumarico

Figura 18: Efeito do Acido cumérico, Cisplatina, nanoparticulas de quitosana/PEG e nanoparticulas de
quitosana/PEG-é&cido cumarico sob a viabilidade celular da linhagem 3T3. A linha tracejada representa o
grupo de controle (tratado com RPMI), e as barras representam o erro padrdo das amostras. Para anélise
estatistica foi utilizadoANOVA seguida pelo pés-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (Controle vs
Células tratadas). (Fonte: autor).

Na linhagem de adenocarcinoma mamario murino (4T1), o p-CA na forma isolada
demonstrou uma viabilidade celular entre 90 e 80% nas concentragdes de 9 pg/mL e 81
pug/mL. As Np’s QS/PEG mostram atividade significante nas concentragdes de 27 e 81
pg/mL em torno de 70% e 20%. As Np’s QS/PEG — p-CA mostraram uma viabilidade
em torno de 40% na concentracao de 27 pug/mL e aproximadamente 10% na concentragdo
de 81 pg/mL (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do Acido cumarico, Cisplatina, nanoparticulas de quitosana/PEG e nanoparticulas de
quitosana/PEG-acido cumarico sob a viabilidade celular da linhagem 4T1. A linha tracejada representa o
grupo de controle (tratado com RPMI), e as barras representam o erro padrdo das amostras. Para anélise
estatistica foi utilizadoANOVA seguida pelo pés-teste de Newman-Keuls, *** p <0,001 (Controle vs
Células tratadas). (Fonte: autor).
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6 DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACOES FISICO-QUIMICAS

6.1.1 Analise da Morfologia das Np’s por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

As Np’s QS/PEG nas proporgdes de 1:1 e 1:2 (Figuras 7 e 8), apresentaram
morfologia esférica, tamanhos e didmetros uniformes, confirmando a tendéncia de
homogeneidade apontada pelos valores de indices de polidispersdo em torno de 0,2. Essa
caracteristica uniforme mostrou-se diferente dos resultados apresentados pelas
nanoparticulas de QS referidas na literatura. (VITALI et al., 2008, BLANCO, 2011).

A uniformidade pode ser devido ao revestimento das Np’s com PEG, surfactante
hidrofilico ndo ibnico, que em conjunto com a QS, promove a compactacdo e
consequentemente reducdo do tamanho das nanoparticulas, tornando o dispositivo
desenvolvido mais biocompativel e mais estavel em fluidos biologicos, pois diminui a
tendéncia natural de agregacdo. (PREGO et al., 2006).

As Np’s QS/PEG — p-CA (Figura 9) apresentaram caracteristicas morfoldgicas
semelhantes a Np’s QS/PEG, mostrando que a encapsulacdo do p-CA ndo provocou
alteracdes morfoldgicas, resultado este compativel ao da literatura (HARRIS et al, 2011)
que na formacao de nanoparticulas e microesferas de compostos fendlicos extraidos da
erva mate em matriz de quitosana através do método de gelificagdo ibnica, obteve a
formacdo de microesferas de forma esférica com agregacdo ao longo da amostra

analisada, corroborando com nossos resultados.

6.1.2 Analise de Tamanho de Particula e Indice de Polidispers&o

Os valores médios do tamnho das Np’s QS/PEG (1:1) e QS/PEG (1:2) expostos
na tabela 2, apresentaram uma distribuicdo 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
reducdo de tamanho pode estar associada ao PEG, que como agente surfactante, promove
a reducdo da energia livre interfacial do sistema, diminuindo o didmetro médio da
particula. (SCHAFFAZICK et al., 2003, NAG et al., 2016).
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A diferenga de tamanho entre as Np’s QS/PEG e QS/PEG — p-CA, medidas por
DLS, pode ser atribuida a um inchago das Np’s na solugdo durante a medidacdo de
tamanho, indicando que possivelmente com a presenga do p-CA as Np’s conseguiram se
manter menores. (NAJAFABADI et al., 2014).

O tamanho de particula € uma caracteristica importante em sistemas nanomericos,
quanto menor for a particula maior sera a biodisponibilidade e consequentemente um
aumento na taxa de dissolucdo em diferentes areas do organismo, como por exemplo a
captagdo de particulas em células ndo fagociticas ¢ maior quando as Np’s se apresentam
entre 20 a 50 nm. (FROHLICH, 2012, NAJAFABADI et al., 2014).

Os valores de indice de polidispersdo nas Np’s QS/PEG, em ambas proporgoes,
foi inferior a 0,2 que estas particulas apresentam uma boa homogeneidade. Valores indice
de polidispersdo acima de 0,3 indicam uma heterogeinidade do didmetro das particulas
na suspensdo, e pode ser atribuida a agregacdo de particulas. (SILVA et al., 2010,
SOUZA, P. M. Setal., 2012).

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

A banda na regido 3343 cm™ apresentada no espectro de infravermelho da QS
corresponde ao estiramento axial do grupo O-H; em 1683 cm™, demonstra deformagao
axial do grupamento C=0 da amida. A banda 1649 cm esta relacionada a deformacéo
angular da amina e a regido de 1466 cm™ representa deformacdo angular de CH.
(SOUZA, K. V.D et al., 2010).

O PEG exibiu os principais picos de absor¢cdes em 2916 cm™, referente ao
grupamento C-H alifatico, assim como foi possivel observar a absorcdo do grupamento
C-O-C em 1188 cm™(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™ para 1608 cm™ associada ao
grupamento N-H da amina da quitosana. A presenca do PEG nas amostras contribiu para
esse deslocamento, pois as moléculas de PEG formam ligagOes de hidrogénio com os
grupos amina da QS. (DE MELO FIORI et al., 2014).

O espectro de infravermelho p-CA apresentou banda na regido 3366 cm™ referente

ao grupamento O-H, em 1732 cm™ e 1300 cm™* espectro demonstrou pico do grupamento
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C=0 e C-O respectivamente caracteristico do acido carboxilico, bem como pico em 925
cm? referente ao grupamento OH na posigdo “para” do anel” aromatico do 4cido. (KOC
etal., 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 regido do grupamento N-H e CHa,
cuja banda nas Np QS/PEG foi evidenciada em 1609 cm™ enquanto que nas Np’s QS/PEG
— p-CA foi em 1624 cm?, estas relacionadas ao grupamento N-H, ja para o grupamento
CH foi de 1463 cm™ para 1465 cm™ respectivamente. Os deslocamentos evidenciados
podem sugerir uma possivel interacdo quimica entre QS e o p-CA (Figura 10).

6.1.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

O perfil do TGA da QS mostrou trés etapas de perda de massa, sendo a primeira
relacionada a desidratacdo da QS, na regido entre 27 a 153 °C, a partir desta temperatura
ocorre a decomposicdo da amostra em duas etapas nas regides entre 153 a415°C e 415a
733 °C (Figura 11), este perfil estd de acordo com os estudos de Santos et al. (2003) e
Rao, Johns (2008). A perda de &gua, justifica-se pela afinidade dos polissacéridos com a
agua resultando assim em macromoléculas com estruturas desordenadas observadas em
todas as amostras, e 0 segundo estagio ocorre devido a desidratacdo dos anéis de
sacarideos o inicio da decomposicdo 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
variacdo de massa (m) em relacdo ao tempo (dm/dt), sendo registrada em funcéo do tempo
ou da temperatura. Na curva de DTG sdo obtidos picos cujas areas sdo proporcionais a
variacdo de massa da amostra, apresentando informagdes 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 degradagdes do composto,
em que de acordo com a figura 13 houve uma maior perda de massa (73,34%) em 265 °C
sequida da degradacdo da amostra finalizando em 600 °C (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
trés perdas de massa onde a primeira perda esta relacionada a desidratacdo da amostra e
nas duas subsequente a decomposicéo da amostra (Figuras 12 e 14). Também podemos
observar que as nanoparticulas sintetizadas apresentaram uma maior estabilidade quando
se diz respeito a reducdo 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 acido cumarico 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 analises de raios-X das amostras forma realizadas no intuito de verificar
qualitativamente a fase cristalografica das amostras e verificar alteracfes estruturais nas
nanoparticulas sintetizadas.

A QS analisada apresentou um pico em 2 6 20,06° que caracteriza seu carater
semicristalino devido a fortes interacdes intermoleculares caracterizadas pelas pontes de
hidrogénio formadas entre os grupos amina, alcool, amida e outros grupos funcionais
presentes na molécula de quitosana. Essas fortes interacGes fornecem certa organizacéo a
estrutura cristalina da QS (AKMAZ et al., 2013, GAUATAM et al., 2014),
semelhantemente o PEG apresenta um pico em 2 6 19°, revelando sua semi-cristalinidade
(VRANDECIC et al., 2010).

O p - CA apresentou dois picos intensos em 2 6 24,8° e 41,7°, corroborando com
suas caracteristicas cristalinas (CUNHA et al., 2012). As Np’s QS/PEG e Np’s QS/PEG
—p-CA ndo apresentaram picos no difratograma, indicando que o processo de reticulacao
da quitosana através do gotejamento do TPP produz mudancas na propriedade fisica da
cadeia de QS (SHARMA et al., 2003, CRUZ et al., 2016).

No difratograma das Np’s QS/PEG — p-CA n&o foi possivel observar os picos de

difracdo do p-CA, sugerindo que o composto esta totalmente disperso na nanoparticula.

6.1.6 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia da encapsulagéo define a quantidade de substancia retida no interior
dos sistemas e depende, entre outros fatores, da afinidade entre o material que reveste a
substancia encapsulada. (ALMEIDA, 2013).
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As Np’s QS/PEG — p-CA demonstraram uma eficiéncia de encapsulacdo de
79,4%, mostrando uma capacidade de encapsulacdo superior ao descrito por Konecsni et
al. (2012) que obteve 57,6% de rutina, outro composto fenolico do tipo bioflavonoide,
encapsulada em nanoparticulas de quitosana utilizando o método de gelificacdo idnica.

Nori et al. (2011), propuseram a encapsulacdo por coacervagdo complexa do
extrato de prépolis, rico em compostos fendlicos, com proteina isolada de soja e pectina
como agente encapsulante. Esses autores encontraram uma eficiéncia de encapsulagéo de
66,12 a 72,01%, sendo o processo de encapsulacdo efetivo para preservar compostos
fendlicos e flavonoides durante 6 meses de armazenamento, preservando também a
atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato.

Extrato fendlico de blackberry (acido galico, epicatechina, acido p-
hidroxibenzoico) foi microencapsulado em matrizes de B-ciclodextrina, quitosana,
xantana e hidrogéis de xantana e quitosana sendo os valores da eficiéncia de encapsulacao
de 52,4%, 75,5%, 46,5% e 66% para o acido galico, 51,5%, 24,5%, 48,5%, 41% para
epicatechina, 14,5%, 0%, 0%, 0% para o acido p-hidroxibenzoico respectivamente,
indicando que a eficiéncia de encapsulagéo foi diretamente dependente do revestimento
utilizado. A matriz de quitosana obteve maior encapsulacdo quando se tratou do &cido
galico (DA ROSA et al., 2014), assim como se mostrou um efetivo agente encapsulante

para 0 composto utilizado em nosso estudo.

6.1.7 Liberagdo in vitro do Acido p-Cumarico a partir das Nanoparticulas de
Quitosana/PEG

A liberagdo do p-CA a partir Np’s QS/PEG na figura 17, quando expostas ao pH
2,0 (simulando o pH gastrico) apresentou um pico de liberacdo de 90% em 20 minutos,
resultado este que difere do achado por Konecsni e colaboradores (2012) que ao expor
suas nanoparticulas de quitosana com rutina, ao pH de 1,4, ndo houve liberacdo durante
as duas horas do experimento, sugerindo interacOes fortes entre a quitosana-rutina, o que
ndo foi observado em nossos resultados. Resultado semelhante ao nosso foi obtido por
Rutz (2013), onde as microcapsulas de quitosana liberaram em torno de 80% dos
compostos fendlicos obtidos pelo suco da pitanga quando foram expostas ao pH 2,0 nas
primeiras duas horas do ensaio, demosntrando que o perfil de liberacdo de uma droga esta

diretamente relacionado a distribuicdo desta droga na matriz polimérica, sendo assim,
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depende das caracteristicas fisico-quimicas da droga e dos componentes da matriz
polimérica. (SPAGNOL et al., 2018).

Outro fato importante a ser considerado € que a QS € altamente solUvel em meios
acidos, dessa forma quando as Np’s QS/PEG — p-CA entram em contato com o meio de
pH 2,0 (simulando o pH gastrico) sofrem um aumento brusco levando a sua ruptura
causado pela forte repulsdo dos grupamentos aminos carregados positivamente.
(GAMBOA, LEONG, 2013). Uma alternativa para contornar essa condi¢do seria 0
revestimento das nanopartpiculas de quitosana com alginato, que é um polieletrolito
anidnico bastante utilizado na formulacdo de nanoparticulas de quitosana, onde esse
complexo formado seria biodegradavel e biocompativel e mecanicamente mais resiste em
baixos valores de pH baixos onde a quitosana é soldvel. (HAMMAN, 2010).

O estudo de liberacéo do p-CA em PBS pH de 5,6 (simulando o pH tumoral), foi
realizado visto que os tumores convertem ativamente glicose em acido latico, e devido a
uma producdo acima do normal, juntamente com o acido carbonico tem um pH
extracelular baixo. (DANQUAH et al., 2011). No nosso estudo verificamos que nessas
condigdes ocorre liberacdo méaxima de 22% em 40 minutos de liberacdo em um periodo
de 24 horas o qual foi monitorado. Estes resultados sugerem que a liberacédo controlada
de compostos fenolicos como o p-CA além de dependerem da distribuicdo destes
compostos na matriz polimérica sofrem influéncia através do solvente e pH do meio. (DA
ROSA et al., 2014).

Um estudo de liberacdo de compostos fendlicos em diferentes matrizes
poliméricas mostrou que em pH de 4,5 houve uma liberacao superior em relacdo ao pH
7,4, demosntrando que quanto menor o pH maior a facilidade de rompimento de particulas
poliméricas, devido a maior facilidade de solubilizacdo do material na parede. (DA ROSA
etal., 2014).

Esta diminuicdo de pH no meio, pode constituir uma vantagem no ponto de vista
terapéutico, isto porque, hd uma maior facilidade de acumulacdo de farmacos pouco
acidos nas células tumorais, e ainda, na libertagdo de farmacos que sao transportados em
nanoparticulas, estaveis a pH neutro, mas sensiveis ao pH &cido, destabilizando-as e
libertando o seu contetdo. (DANQUAH et al., 2011).
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6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

6.2.1 Ensaio da Viabilidade Celular

O ensaio para avaliar a capacidade de reducdo do MTT apresentou grande
importancia para avaliar o comportamento do p-CA frente as linhagens celulares de
fibroblastos murino (3T3) e adenocarcinona mamario murino (4T1).

As células 3T3 e 4T1 apresentaram uma viabilidade superior a 80% quando
tratadas com o p-CA ndo encapsulado, em todas as concentracdes testadas.

A linhagem tumoral 4T1 possui varias caracteristicas que tornam semelhantes ao
cancer de mama humano. (PULASKI, OSTRAND-ROSENBERG, 2001). Estudos in vivo
mostraram que animais com tumores do tipo 4T1 quando tratados pela ingestdo de suco
de uva, houve um a reducdo na massa tumoral, atribuido a presenca de grande quantidade
de compostos fenolicos 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 reducdo na viabilidade celular nas concentracGes de
27 e 81 pg/mL. No estudo de Arulmozhi e colaboradores (2013), onde foi encapsulado o
acido elagico em Np’s de QS obtidas através do método de gelificagdo i6nica com o uso
de TPP, a citotoxidade em células de carcinoma oral (KB) foi superior quando o acido
elagico estava encapsulado do que na forma isolada, este fato poder ser explicado pela
possibilidade de maior absorcdo intracelular das Np’s, uma vez que a superficie das
particulas possuem carga positiva enquanto que a membrana celular uma carga negativa,
e através de uma interacdo ndo especifica facilitaria a difusdo dessas particulas para o
interior da célula. (VENKATESAN et al., 2011).

As Np’s QS/PEG também mostraram uma consideravel reducéo na viabilidade
celular, concordando com os achados na literatura que demonstram que Np’s de QS
possuem efeitos anticancerigenos. (LI et al., 2009, ARULMOZHI et al., 2013).

A cisplatina foi utilizada, no nosso estudo, como droga antitumoral controle, por
ser um farmaco antineoplasico do tipo alquilante com eficacia em tumores de mama,
pulm@o, cabeca, pescoco, ovario e testiculos. (DASARI, TCHOUNWOU, 2014). Apesar

da sua notével capacidade antitumoral, a cisplatina possui limitagdes no seu uso devido a
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alta toxicidade provocada, além de provocar uma resisténcia adquirida a droga apds
determinado tempo de administracdo. (NEVES, VARGAS, 2011). Tanto nas células 3T3
como nas células 4T1 a cisplatina mostrou alta toxicidade em todas as concetragdes
testadas.

Apesar da avaliacdo da cinética de liberacdo controlada no pH de 5,6, apresentar
uma liberacdo baixa a avaliacdo citotdxica mostrou resultado satisfatério na capacidade
de reducdo da viabilidade celular. Estudos na literatura demonstraram que quando foi
analisado apenas a capacidade de redugdo de radicais livres, o p-CA demosntrou
capacidade inferior quando comparado ao acido cafeico e felurico (MATHEW et al.,
2015) porém quando analisaram a mesma atividade frente a linhages de adenocarcinoma
de pulmao (A549) e adenocarcinoma de coldén (HT29-D4) mostrou atividade igual ou
superior que o acido felurico e cafeico. (BOUZAIENE et al., 2015). Estes dados indicam
que o p-CA pode agir de diferentes formas de acordo com as condicdes e o tipo de sistema

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

As Np’s QS/PEG na propor¢do de 1:2, selecionadas no nosso estudo,
apresentaram um tamanho de particula de 173,8 nm com PDI de 0,03 e morfologia
esférica, que demonstrou tamanho e morfologia adequados para a encapsulacéo
do &cido cumarico;

O espectro de infravermelho por transmissdo de Fourrier (FTIR) das Np’s
QS/PEG e QS/PEG — p-CA mostrou alguns deslocamentos nas principais bandas,
sugerindo interacdo entre os polimeros e o p-CA,;

Através da andlise térmica (TGA e DTG) as Np’s apresentaram uma reducdo na
perda de massa, demostrando que as Np’s ofereceram uma condicdo de
estabilidade maior relacionada a reducdo de massa,

A difratometria de raios x (DR-X) mostrou uma amorfizacdo nas amostras das
Np’s em relacdo a QS que apresenta um cérater semi-cristalino e o p-CA cristalino
isso indica que as nanoparticulas podem apresentar maior solubilidade e
dissolucdo favorecendo a sua absorcao celular em formulacGes farmaceuticas;

A capacidade de encapsulagdo do p-CA pelas Np’s QS/PEG foi de 79,6%, e
guando submetidas em pH 2,0 tiveram uma liberacdo em torno de 90% , enquanto
que em pH de 5,6 houve uma liberacdo de 22%; o que demonstra que a liberacéo
sofre influéncia do pH do meio, que é uma condicdo importante para as vias de
administragdo dessa formulag&o.

O ensaio de viabilidade celular mostrou que quando encapsulado nas Np’s, 0 p-
CA, conseguiu uma maior inibic¢éo celular frente a linhagem 4T1 em relagdo ao
p-CA na sua forma livre sugerindo que através do encapsulamento nessas Np’s
facilitou a permeacdo do p-CA no interior celular, potencializando sua atividade

antitumoral.
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