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RESUMO 

Recentes avanços no desenvolvimento de nanomateriais, permitiram sua aplicação na 
liberação controlada de fármacos para o tratamento local contra o câncer. Porém, apesar dos 
inúmeros sistemas reportados nesta área, a baixa taxa de acumulação dos nanomateriais no 
sistema biológico, continua sendo um desafio. Nanopartículas (Nps) poliméricas 
homogeneamente distribuídas em nanofibras poliméricas (Nfs) formadas por eletrospinning, 
são uma alternativa para superar estes desafios. Assim, nesta Tese de doutorado desenvolveu-
se um novo nanomaterial pela dispersão de Nps de carboximetil hexanoil quitosana/dodecil 
sulfato (CHQ-SDS) em nanofibras de PEO/quitosana (PEOCh-H3). O nanomaterial foi 
aplicado na liberação controlada da pirazolina (H3TM04) com atividade contra leucemia e 
câncer de pele (melanoma). A teses foi desenvolvida em 3 etapas: i) Um estudo fundamental, 
para compreender o processo de interação e formação dos nanoagregados CHQ-SDS.                   
ii) Formação de Nps de CHQ-SDS, aplicadas na encapsulação e liberação in vitro do H3TM04 
em células leucêmicas. iii) A formação de PEOCh-H3 por eletrospinner, aplicado na liberação 
in vitro e ex vivo do H3TM04 em células de melanoma e pele humana, respetivamente. A 
formação dos nanoagregados de CHQ-SDS acontece por auto-montagem hidrofóbico entre as 
duas espécies, sendo um processo termodinamicamente favorável. Por outro lado, a presença 
de SDS diminui o raio hidrodinâmico e a carga superficial dos nanoagregados, incrementando 
a estabilidade coloidal em solução aquosa por um período de até 150 dias. As Nps de CHQ-
SDS com morfologia esférica foram formadas em pH 7,4 e caracterizadas por espalhamento de 
luz dinâmico (DLS), microscopia de transmissão eletrônica (MET) e potencial zeta. A 
eficiência de encapsulação do H3TM04 foi de 96% com raio hidrodinâmico médio de 83,9 ± 
1,2 nm. Os resultados de liberação in vitro demostraram que o processo de liberação do 
composto ativo acontece pela erosão do nanoparticulado, diminuindo a concentração inibitória 
50% para células de leucemia (Jukat e K-562). Finalmente, as Nfs PEOCh-H3 foram formadas 
e caracterizadas por analises térmicas e microscópicas. As Nps foram evidenciadas dentro das 
Nfs por TEM. Estudos in vitro demostraram que o processo de liberação do H3TM04 acontece 
pela difusão e erosão do nanomaterial durante 120 h. Por outro lado, o nanoparticulado na Nfs 
incrementou a acumulação do composto ativo na epidermes (ensaio de liberação ex vivo em 
pele humana), como também, incrementou em 50% o efeito citotóxico do H3TM04 frente 
células de melanoma. Sendo assim, esta dupla barreira de liberação (Nfs/Nps) é um promissor 
candidato na liberação controlada de fármacos, para incrementar a taxa de acumulação do 
composto ativo e do nanomaterial no sistema biológico.  

 
Palavras-chave: Câncer de pele. Eletrospinning. Leucemia. liberação controlada. 
Nanofibras. Nanopartículas. quitosana.   
 

 

  



 

 

ABSTRACT 

Recent advances in the development of nanomaterials have allowed their application in the 
controlled release of drugs for local treatment against cancer. However, despite the numerous 
systems reported in this area, the accumulation low rate of the nanomaterials in the biological 
systems remains a challenge. Polymeric nanoparticles (Nps) homogeneously distributed in 
polymer nanofibers (Nfs) formed by eletrospinning are an alternative to overcome these 
challenges. Thus, in this doctoral theses, a new nanomaterial was developed by dispersion of 
the Nps of carboxymethyl hexanoyl chitosan/dodecyl sulfate (CHQ-SDS) in PEO/chitosan Nfs 
(PEOCh-H3). The nanomaterial was applied in the controlled release of pyrazoline (H3TM04), 
which have activity against leukemia and melanoma cancer cells. The thesis was developed in 
3 stages: i) A fundamental study, to understand the interaction process and nanoaggregates 
formation of the carboxymethyl hexanoyl chitosan / dodecyl sulfate. ii) Formation of CHQ-
SDS Nps applied in the encapsulation and in vitro assays against leukemic cells. iii) The 
formation of the Nfs PEOCh-H3 by eletrospinning, and applied in vitro and ex vivo release of 
H3TM04 in melanoma cells and human skin. The formation of CHQ-SDS nanoaggregates 
occurs by hydrophobic assembly between the SDS and CHQ, where this is a thermodynamically 
favorable process. On the other hand, the presence of SDS decreases the hydrodynamic radius 
and surface charge of the nanoaggregates, increasing the colloidal stability in aqueous solution 
for up to 150 days. The CHQ-SDS Nps were formed at pH 7.4 and characterized by dynamic 
light scattering, electron transmission microscopy and zeta potential, showed a spherical 
morphology. The encapsulation efficiency of H3TM04 was 96% and the nanoparticles had 83,9 
± 1,2 nm of the hydrodynamic radius. The in vitro release results demonstrated that the active 
compound release process occurs by the Nps erosion, decreasing the inhibitory concentration 
(IC50) for leukemia cells (Jukat and K-562). Finally, the PEOCh-H3 nanofibers were formed 
and characterized by thermal and microscopic techniques. The Nps were evidenced within the 
Nfs by transmission electron microscopy. in vitro studies demonstrated that the release process 
of H3TM04 occurs by diffusion and erosion of the nanomaterial during 120 h. On the other 
hand, PEOCh-H3 increases the accumulation of the active compounds in the epidermis (ex vivo 
release test on human skin), as well as increases the cytotoxic effect of H3TM04 in melanoma 
cells (in vitro test). This double release barrier (Nfs/Nps) is a promising candidate for the 
controlled release of drugs to increases the accumulation rate of the active compound in the 
biological tissue. 
 
Keywords: Skin cancer; Electrospinning; Leukemia; Controlled release; Nanofibers, 
Nanoparticles; Chitosan 
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FEG-SEM 
Microscopia eletrônica de varredura por efeito de campo, do inglês 
Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy 

FTIR 
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, do 
inglês Fourier transform infrared spectroscopy. 

g(1)
(q,t) Função de autocorrelação de DLS 

H Entalpia  
I1 Intensidade de fluorescência do pireno obtido em 372,5 nm 
I3 Intensidade de fluorescência do pireno obtido em 383,5 nm 
IC50 Concentração inibitória 50% 
I(t) Intensidade espalhada no tempo t 

ITC 
Calorimetria de titulação isotérmica, do inglês Isothermal titration 
calorimetry 

H3TM04 
1-(5-naftaleno-2-il)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-4,5-dihidro-1H-
pirazol-1-il)etanona ݇ Constante de Boltzmann �஽ Coeficiente virial hidrodinâmico 

n Índice de refração do solvente 
Nf Nanofibra 
Nfs Nanofibras 
Np Nanopartícula 
Nps Nanopartículas 
MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 
MW Massa molar média ponderal �௧ �∞⁄  Fração de H3TM04 liberada no tempo (t) 

PBS 
Tampão fosfato-salino (pH 7,4), do inglês phosphate buffered 
saline  



 

 

Pext Presão externa 
PEO Poli(oxido de etileno) 
PEOCh Nanofibras de PEO e quitosana 
PEOCh-H Nanofibras de PEO e quitosana contendo H3TM04 
PEOChNp Nanofibras de PEO e quitosana contendo CHQ-SDS-H 
psp Ponto de saturação do polímero 
q Vetor de espalhamento q Calor 
RMN 1H Ressonância Magnética nuclear de protóns  
RH Raio hidrodinâmico 
RH

agg Raio hidrodinâmico dos agregados 
RH

agg
real Raio hidrodinâmico real dos agregados 

RH
Np raio hidrodinâmico das nanopartículas 

RH
Np

real raio hidrodinâmico das nanopartículas 
RH

uni Raio hidrodinâmico dos unímeros de CHQ 
SDS Dodecil sulfato de sódio, do inglês Sodium Dodecyl Sulfate 
SLS Espalhamento de luz estático, do inglês Static Light Scattering   

SPECs 
Complexos polieletrólito – surfactante, do inglês surfactant 
polyelectrolyte complexes 

T Temperatura absoluta 

TEM 
Microscopia eletrônica de transmissão, do inglês Trasmission 
electron microscopy 

TGA Análise termogravimétrica, do inglês Thermogravimetric analysis � Energia interna do sistema V Volume W Trabalho 
% DA Grau de acetilação da quitosana 
% EENps Porcentagem de eficiência de encapsulação do H3TM04 nas Nps 
% EENfs Porcentagem de eficiência de encapsulação das nanofibras 
α Grau de ionização 
Ȗ Tensão superficial Ȟ Frequência de relaxação ∆Gୡୟୡ୭  Variação da energia livre Gibbs padrão da associação CHQ-SDS ∆G୮ୱ୮୭  Variação da energia livre Gibbs padrão da formação de micelas de 

SDS em presença de CHQ ∆∆Gୟ୥୥୭  Variação da energia livre Gibbs padrão da adsorção das micelas de 
SDS na macromolécula de CHQ 

ΔHap−int Entalpia molar aparente de interação 
ΔHagg Entalpia integral para formar os agregados de SDS-CHQ ∆௣௥௢H Variação de entalpia em um processo termodinâmico em condições 

de pressão constante �ܪ௢௕௦ Entalpia molar observada 
ζ Potencial zeta ߟ Viscosidade do solvente ߠ Ângulo de espalhamento  
ț Condutividade específica ߣ Comprimento de onda  ߣாெ        ெ௔௫ Comprimento de onda máximo de emissão de fluorescência  
τ Tempo de decaimento 
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CAPÍTULO I 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A nanomedicina é um campo de pesquisa interdisciplinar que engloba várias áreas da 

ciência como química, medicina, farmácia, física, biologia e engenharias, e baseia-se na criação 

e aplicação médica de materiais em escala nanométricas (CHEN et al., 2016). Atualmente, a 

liberação controlada de fármacos na quimioterapia local é um dos campos de maior desafio na 

ciência dos nanomateriais. Materiais desenvolvidos neste campo, devem apresentar 

características tais como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, e 

propriedades físico-químicas e biológicas conhecidas (CHEN et al., 2016; MOLINA et al., 

2015). 

Nanopartículas (Nps) e nanofibras (Nfs) poliméricas na faixa de 10 – 500 nm, como 

carreadora de fármacos, tem sido desenvolvido com vista à melhora da solubilidade, 

estabilidade, biocompatibilidade, perfil de liberação, apresentando também propriedades físico-

químicas adequadas para garantir sucesso na entrega do fármaco na região tumoral (CHEN et 

al., 2016). Porém, na interação do nanomaterial–sistema biológico, diversos desafios precisam 

ser atingidos. Como: via de ação, taxa de permanência e acumulação do fármaco no sistema 

tumoral, e taxa de transferência do composto ativo, são de vital interesse. Nanopartículas (Nps) 

homogeneamente distribuídas em matrizes poliméricas como nanofibras poliméricas, são 

consideradas uma alternativa para superar estes desafios.  

Quitosana, por exemplo, é um polissacarídeo utilizado no preparo de Nps e apresenta 

uma estrutura química modificável, o que possibilita melhorar importantes propriedades físico-

químicas das Nps, como solubilidade em água, seletividade bioquímica e incrementar sua bio-

aplicação. Além disso, este material mascara propriedades organolépticas dos fármacos (como 

gosto, odor e cor) facilitando sua ingestão (VIJAY KUMAR THAKUR AND MANJU 

KUMAR THAKUR, 2014). Nos últimos 20 anos, um progresso notável na síntese e aplicação 

de Nps de quitosana na encapsulação e liberação controlada de fármacos antitumorais for 

observado, com o propósito de aumentar a eficiência e reduzir os efeitos colaterais em 

comparação aos métodos convencionais como a quimioterapia. Porém, estes sistemas 
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apresentam múltiplos obstáculos, principalmente, instabilidade físico-química, limitando os 

processos de endocitose e liberação controlada do fármaco na célula alvo (JEE et al., 2012).  

Em vista disso, o trabalho desenvolvido nesta Tese de doutorado visa obter novos 

nanodispositivos capaz de melhorar o efeito citotóxico da pirazolina H3TM04 frente câncer de 

pele e leucemia. Primeiramente, será realizo um estudo fundamental da interação de 

dodecilsulfato de sódio (SDS) com carboximetil-hexanoil-quitosana (CHQ). O SDS é um 

surfactante modelo amplamente utilizado na literatura, já que se conhecem suas propriedades 

físico-químicas e comportamento em solução aquosa. O estudo de interação permitirá modular 

as propriedades físico-químicas e o controle das nanoestruturas formadas. Para assim, avaliar o 

potencial científico e tecnológico associado este sistema. Como também procura-se aplicar 

estas nanoestruturas na encapsulação e liberação in vitro da pirazolina H3TM04 com atividade 

contra leucemia e câncer de pele.   

As nanopartículas de CHQ e SDS formadas, serão utilizadas para formar um novo 

nanodispositivo de liberação controlada pela dispersão de este sistema coloidal contendo o 

composto ativo em nanofibras de Poli(óxido de etileno) (PEO)/quitosana por eletrospinning, 

visualizando a formação de um novo nanomaterial com possível aplicação na liberação 

controlada do H3TM04  para o tratamento do câncer de pele humana.  Com o propósito de 

fornecer uma base teórica do trabalho, a seguir será exposta uma revisão da literatura abordando 

alguns tópicos essenciais como características do câncer, a quitosana e a interação 

polissacarídeos – surfactantes.  

 

1.1 REVISÃO DE LITERATURA  

 

1.1.1 O câncer 
 

O câncer é um grupo de doenças caracterizado pela multiplicação descontrolada de 

células do organismo. As células afetadas perdem o controle do mecanismo da reprodução 

celular, o qual normalmente é causado por uma alteração do material biológico (DNA) 

(BANDGAR et al., 2010). Este grupo de doenças é uma problemática para a população 

mundial. No ano 2016 causou aproximadamente 600,000 mortes só nos Estados Unidos 

(BANDGAR et al., 2010). Por outro lado, de acordo com a mais recente revisão estatística da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) no documento World Câncer Report 2014, espera-se 

para o ano 2025, mais de 20 milhões de novos casos de câncer no mundo, onde 80% (16 
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milhões) acontecerão em países em desenvolvimento (STEWART, BERNARD W, WILD, 

2014). No Brasil, O Instituto Nacional Câncer do Brasil (INCA) reportou que para o biênio 

2016 – 2017 aconteceram cerca de 600 mil novos casos de câncer, destes 180 mil casos são de 

câncer de pele (STEWART, BERNARD W, WILD, 2014).   

O câncer é classificado de acordo com a origem e formação da célula tumoral primária, 

havendo cinco tipos de câncer: i) Carcinoma, origina-se na pele ou em tecidos que cobrem os 

órgãos internos. ii) Sarcoma, origina-se na gordura, músculo, ossos e cartilagens.                iii) 

Leucemia, inicia-se nos tecidos de formação do sangue como a medula óssea. iv) Linfoma, 

origina-se no sistema imune. E por último, v) Sistema nervoso, origina-se nos tecidos cerebrais 

e a medula espinhal (ALTEI, 2014).  

O crescimento das células cancerígenas leva à formação de tecidos tumorais. Estes 

podem ser classificados em tumores benignos que se desenvolvem em uma região sem invadir 

outros tecidos, ou malignos, quando as células são capazes de migrar para outros tecidos 

promovendo a formação de tumores secundários, sendo este processo de migração é 

denominado metástase (ALTEI, 2014).  

Os tratamentos utilizados para o câncer normalmente baseia-se na cirurgia, 

radioterapia e na quimioterapia (uso de fármacos). A quimioterapia baseia-se na destruição das 

células tumorais, no entanto, a maioria dos fármacos não são seletivos a células tumorais, 

afetando também o funcionamento das células sadias o que leva à problemas de toxicidade 

(SHIN et al., 2016).  

 A Figura 1 monstra as diferentes etapas do ciclo celular. Este inicia com a fase G1, 

onde há um aumento do tamanho da célula para replicar o ácido desoxirribonucleico (DNA) na 

síntese S. Logo, na etapa G2 a célula se prepara para a mitose (M) obtendo novas células (filhas), 

as quais passam a repetir o ciclo celular. Os danos que alteram o mecanismo celular são 

detectados e reparados pelos DNA. No entanto, em células cancerígenas não há eficiência nos 

mecanismo de auto-reparação provocando anormalidade do ciclo celular (DE ALMEIDA et al., 

2005).  
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tamanhos entre 500 - 100 nm, e iii) categoria 3, Nps menores de 100 nm. No entanto, a 

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define Nps como material com 

dimensões menores de 100 nm . Nesta escala, estes materiais são difíceis de produzir, mas 

apresentam propriedades diferentes ao material em estado macroscópico.  

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a nanomedicina surgiu como nova 

ferramenta, gerando um estágio de novas aplicações na medicina. O transporte e liberação de 

fármacos de forma específica e controlada é o campo de maior desenvolvimento. Na atualidade, 

foca-se em desenvolver aplicações utilizando nanomateriais por vias não invasivas (oral, nasal, 

ocular e tópica) (ZHANG et al., 2016).   

Dentre os carreadores mais estudados para o transporte de fármacos, encontram-se os 

lipossomas e as Nps poliméricas. Os lipossomas (formado pela auto-agreagação de 

fosfolipídios) apresentam algumas limitações como baixa estabilidade, difícil reprodução de 

tamanho e baixa eficácia de encapsulação do fármaco (NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2010; 

RAMASAMY et al., 2017). Por outro lado, as Nps poliméricas possuem maior estabilidade e 

reprodutibilidade de tamanho, quando comparadas com os lipossomas.  

Existem dois tipos básicos de Nps poliméricas: as nanoesferas e as nanocápsulas 

(Figura 4). As primeiras apresentam uma estrutura matricial e a encapsulação do fármaco 

acontece pela sua adsorção sobre à superfície e/ou dispersão na matriz polimérica (Figura 4). 

As nanocápsulas possuem uma parede polimérica e um interior oco ou um núcleo oleoso, 

permitindo assim encapsular o fármaco no núcleo ou na parede polimérica (SCHAFFAZICK 

et al., 2003). Porém testes in vitro de Nps em células cancerosas têm demonstrado que não há 

um sistema ideal de Nps, visto que o processo de liberação do fármaco dentro da célula alvo 

depende de muitos fatores e/ou características que afeitam a interação célula – Np (CHO et al., 

2008; MU et al., 2016).  

A membrana plasmática é a interface da célula e através da qual a célula se comunica 

com o exterior. Por conseguinte, qualquer material extracelular que deseje ingressar na célula 

deve interagir com os componentes lipídicos e protéicos da membrana plasmática (SANPUI; 

CHATTOPADHYAY; GHOSH, 2011). Nps contendo fármacos podem acessar o citoplasma 

da célula sendo internalizadas pela mesma (endocitose) ou causando danos na parede celular e 

posteriormente a morte da célula. A endocitose é o mecanismo de comunicação da célula que 

envolve internalização de conteúdos extracelulares, pela encapsulação dentro de vesículas 
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1.1.4 Mecanismos clássicos de liberação de fármacos  
 

A liberação do fármaco faz referência a como acontece o transporte e transferência da 

molécula ativa desde sua posição inicial (matriz polimérica) até a superfície do nanoagregado, 

e posteriormente como ocorre a entrega ao microambiente alvo. Em sistemas poliméricos, as 

moléculas de fármaco podem ser liberadas principalmente por: i) Difusão,   ii) Pressão osmótica 

e iii) Erosão. Estes mecanismos serão brevemente discutidos a seguir. 

 

1.1.4.1 Difusão 
 

Este é o movimento aleatório das moléculas do fármaco impulsionado por um 

gradiente de potencial químico, o qual é próximo do gradiente de concentração. Em sistemas 

poliméricos degradáveis, a água é absorvida pelos poros do nanocarreador, incrementando seu 

tamanho no tempo e favorecendo a liberação através dos poros (Figura 8a). A taxa de liberação 

do fármaco é controlada pela difusão através dos poros, e posteriormente acontece a degradação 

da matriz polimérica aumentando a taxa de liberação. Por outro lado, a difusão do fármaco 

também pode acontecer pela matriz polimérica (Figura 8b), onde a taxa de liberação é constante 

e não é afetada pelos gradientes de concentração, no entanto o processo depende fortemente das 

características da parede polimérica do nanomaterial como a permeabilidade e a espessura 

(KAMALY et al., 2016).  

 

1.1.4.2 Pressão osmótica  
 

A osmose pode ser definida como a movimentação espontânea de um solvente através 

de uma membrana seletiva permeável promovida por uma diferença de pressão na membrana, 

conhecida como pressão osmótica. Isto é, que o processo é dirigido por uma diferença de 

potencial químico de um soluto através da membrana, permitindo a passagem do solvente, mas 

impede a passagem dos outros solutos presentes no sistema. Utilizando um nanoagregado 

revestido de uma membrana semipermeável e com um ou mais pontos de liberação, é possível 

efetuar a osmose para a liberação controlada de fármacos. Quando o nanoagregado absorve 

água, este se expande em volume, empurrando a solução ou o fármaco para fora do 

nanocarreador pelos pontos de liberação (Figura 8c). A taxa de liberação por pressão osmótica 

é independente do pH, mas é dependente da taxa na qual acontece a adsorção da água, da 
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permeabilidade da membrana de revestimento e da pressão gerada pelos componentes 

principais da formulação (RAMPINO et al., 2013).  

 

Figura 8. Mecanismos de liberação de fármacos: A) Difusão através dos poros cheios de água, B) 
difusão através da matriz polimérica, C) Pressão osmótica, e D) Erosão. 
 

Fonte: Adaptada da literatura (KAMALY et al., 2016). 

 

1.1.4.3 Erosão    
 

A erosão pode acontecer na superfície ou no bulk do agregado. Na superfície acontece 

quando o polímero degrada-se lentamente, iniciando na superfície até a matriz polimérica. Isto 

é, o tamanho do agregado é reduzido desde o exterior até interior. Este processo é favorecido 

quando a taxa de erosão é maior que a taxa de permeação de água no bulk da matriz polimérica. 

A baixa taxa de permeação de água é ideal para a proteção de fármacos vulneráveis à água. Por 

outro lado, a erosão da matriz polimérica acontece quando a taxa de permeação de água no bulk 

é alta, produzindo a degradação homogênea de toda a matriz polimérica. Este processo de 

liberação é pouco recomendado quando é necessário proteger o fármaco do microambiente onde 

será liberado (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010). 

  

1.1.5 Liberação de fármacos de polímeros hidrofílicos  
 

Em sistemas formados por polímero hidrofílicos, a liberação do fármaco encapsulado 

normalmente envolve mais de uns mecanismos de degradação, mencionados anteriormente 

(Figura 9). Matrizes hidrofílicas quando estão em contanto com o meio de dissolução, adsorvem 

água pelos poros da matriz polimérica (Figura 9b), provocando a liberação imediata do fármaco 

que encontra-se na superfície, com posterior intumescimento e relaxamento das cadeias 
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1.1.7 Derivados de quitosana  
 

A quitosana apresenta dois tipos de grupos reativos que podem ser modificados; i) grupos 

aminos livres nas unidades desacetiladas e ii) grupos hidroxila nos carbonos 3 e 6 nas unidades 

acetiladas e desacetiladas (DUNG et al., 1994; MOTIEI; KASHANIAN, 2017; SHUKLA et al., 

2013). A Figura 11 mostra algumas das funcionalizações e modificações químicas da quitosana 

como: metilação, tiolação, acilação, co-polimerização, e N-succinilação (SHUKLA et al., 2013).  

 

Figura 11. Modificações químicas das unidades glucosamina da quitosana: a) Metilação, b) Tiolação,         
c) Acilação, d) Co-polimerização, e) N-succinilação. 

 
Fonte: Adaptada da literatura (SHUKLA et al., 2013). 

 

Entre os derivados mais versáteis da quitosana, a carboximetil quitosana (CMQ) é um 

dos mais utilizados em aplicações biológicas porque apresenta grande solubilidade em meio 

aquoso e capacidade anfotérica (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2017; ZHAO et al., 2011). 

Quatro derivados da quitosana carboximetilada tem sido reportado na literatura; O-

Carboximetil quitosana (O-CMQ), N-Carboximetil quitosana (N-CMQ), N,N-Carboximetil 

quitosana (N,N-CMQ), e N,O-Carboximetil quitosana (N,O-CMQ), em que a substituição do 

grupo carboximetil ocorre no grupo hidroxila primário no grupo amino ou em ambos os grupos 

das unidades glucosamina, respectivamente (MOURYA; INAMDAR; TIWARI, 2014). Estes 
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Por outro lado, O N-CMQ e N,N-CMQ precisam a adição de ácido glioxílico e pH 4,5 

para que seja favorável a formação da imina, com posterior redução com cianoborohidreto ou 

borohidreto de sódio. Já para obter o N,O-CMQ é necessário meio ligeiramente alcalino, e uma 

temperatura de 60 oC para que a reação aconteça em ambos grupos funcionais (MOURYA; 

INAMDAR; TIWARI, 2014). A solubilidade destes derivados em meio aquoso dependente 

principalmente do grau de substituição e do pH do sistema. Quanto maior for o grau de 

substituição, haverá mais grupos ionizáveis na cadeia hidrocarbônica, permitindo maior 

solubilidade. Por outro lado, o pH determina o balanço de carga negativas e positivas, sendo 

que em meio ácido predominam as cargas positivas (pela protonação dos grupos amino) e em 

pH neutro ou básico predominam cargas negativas (pela dissociação dos grupos carboxílicos) 

(UPADHYAYA et al., 2014).  

Estes derivados têm sido aplicados na formação de micropartículas e Nps, utilizando 

diversos métodos de preparação como; microemulsão, co-precipitação, reticulação iônica, 

eletrofiação, gelificação iônica e por auto-agregação (ALVES; MANO, 2008; KURITA, 2006; 

UPADHYAYA et al., 2014). Esta última caracteriza-se pela formação espontânea de agregados 

em solução, porém é necessário a inserção de cadeias hidrocarbônicas no polissacarídeo.  

 
1.1.8 N-alquil-carboximetil quitosana 

 

As inserções de grupos alquil na CMQ geram biopolímeros com características 

anfifílicas, atividade superficial e auto-agregação em solução, permitido sua aplicação na 

formação de filmes de Langmuir-Blodgett, membranas, Nfs, vesículas poliméricas e Nps 

(ALVES; MANO, 2008; HSIAO et al., 2015). No entanto, a formação de agregados em solução 

aquosa depende da comprimento da cadeia hidrocarbônica dos substituintes. Desbieres et al. 

sintetizaram diferentes N-alquil-carboximetil quitosana por redução do grupo amino utilizando 

anidridos carboxílicos de diferentes comprimento da cadeia carbônica (Cn entre 3 – 14 

carbonos). Medidas de viscosidade mostraram que o substituinte deve conter no mínimo 6 

carbonos para que o derivado apresente características hidrofóbicas. Cadeias hidrocarbônicas 

com mais de 14 carbonos reduzem a solubilidade do polímero em solução aquosa e a 

biodegradabilidade do polissacarídeo (DESBRIÈRES et al., 1997). Mesmo com características 

anfifílicas, N-alquil-carboximetil quitosana de elevada massa molar (MW> 300,000) são 

solúveis somente em meio ácido (pH < 6) e apresentam capacidade de formar gel em 

concentrações altas.  Várias rotas sintéticas têm sido reportadas na literatura para a obtenção de 
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Nps de quitosana apresentam baixa estabilidade em suspensão e tendência de 

aglomeração. Assim, na maioria de formulações de Nps de quitosana e quitosna quimicamente 

modificada é necessário a utilização de outro componente para diminuir a instabilidade do 

sistema coloidal (RAMPINO et al., 2013). Pesquisas têm demonstrado que derivados de alquil-

carboximetil quitosana interagem com surfactantes por meio de interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas, sendo que a adsorção de surfactantes no biopolímero favorece a solubilidade e 

estabilidade em solução aquosa (DESBRIÈRES et al., 1997). Porém, surfactantes aniônicos ou 

catiônicos em ausência de outros componentes são pouco biocompatíveis, principalmente 

porque interagem com a camada lipídica das células provocando alterações da membrana, e 

limitando sua aplicação na médicina e farmácia (DONG et al., 2009). 

Recentemente Calejo et al. (CALEJO et al., 2013), determinaram que surfactantes 

derivados da lisina diminuem sua atividade citotóxica quando estão na presença de 

etil(hidroxietil) celulose. Os autores atribuem este comportamento à favorável interação entre 

o polissacarídeo e o surfactante, diminuindo sua disponibilidade para interagir com a membrana 

celular (Figura 15). Neste sentido, surfactantes como o SDS poderiam diminuir sua 

citotoxicidade ao interagir com biopolímeros modificados com grupos hidrofóbicos como a 

CHQ, permitindo sua aplicação na liberação controlada de fármacos. 

 

1.1.9 Surfactantes 
 

Surfactantes são compostos químicos anfifílicos que possuem a capacidade de reduzir 

a tensão interfacial de soluções aquosas, mesmo encontrando-se em baixas concentrações. Esta 

propriedade físico-química acontece pela presença de duas regiões com diferentes polaridades 

na estrutura molecular; uma hidrofóbica, normalmente chamada de cauda e outra hidrofílica, 

geralmente a cabeça do surfactante (Figura 16). Isto pode ser observado no SDS o qual 

apresenta uma cauda hidrofóbica de 12 carbonos e uma cabeça hidrofílica com carga negativa 

composta por um grupo sulfato. O SDS é amplamente estudado na interação com 

macromoléculas (polímeros e proteínas) por ser um composto aniônico modelo com atividade 

superficial e com características físico-químicas reportadas na literatura (DESBRIÈRES et al., 

1997; PANMAI et al., 2002).  
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caudas hidrofóbicas do surfactante em direção à fase gasosa e a cabeça hidrofílica interagindo 

com as moléculas de água para diminuir o máximo possível o excesso de energia livre de Gibbs 

(tensão superficial, Ȗ) do sistema.  

Com o aumento da concentração do surfactante na solução, continua o processo de 

adsorção até atingir a saturação enérgica da interface ar–líquido. Neste ponto é favorecido o 

processo de agregação no bulk da solução, denominada concentração micelar crítica (cmc), que 

é a concentração mínima de surfactante no sistema para que aconteça a formação espontânea 

de micelas na solução.  

O fenômeno de auto-agregação das moléculas de surfactante para formar micelas em 

solução aquosa acontece para diminuir a energia livre de Gibbs do sistema, sendo um processo 

dirigido por uma força motriz entrópica e não entalpia. Basicamente, o aumento da entropia no 

sistema é causado pela dessolvatação das moléculas de água das cadeias hidrofóbicas do 

surfactante. Para que haja a formação de agregados em solução tem que haver a interação 

hidrofóbica das caudas dos monômeros livres em solução. Contudo, primeiramente deve 

acorrer a ruptura da interação cauda hidrofóbica–H2O (dessolvatação), aumentando assim, a 

entropia rotacional e configuracional das moléculas de água e logo a entropia do sistema 

(PANMAI et al., 2002).   

 

1.1.11 Interação entre polissacarídeos-surfactantes  
 

Surfactantes interagem com polieletrólitos por meio de interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas para formar agregados supramoleculares chamados de complexos polieletrólito – 

surfactante. Normalmente, utiliza-se a nomenclatura SPECs (do inglês, surfactant 

polyelectrolyte complexes) para este tipo de agregados. A interação destas espécies é 

monitorada por dois parâmetros a cac (concentração de agregação crítica) e a psp (ponto de 

saturação do polímero). A cac é a faixa de concentração na qual há interação intermolecular 

entre o surfactante e o polieletrólito. Já a psp é a faixa de concentração na qual é saturada 

energeticamente a interface do polieletrólito pelo surfactante (DE MODOLON et al., 2009). 

Assim, a interação é regida basicamente por três regiões: 

 

i) 0 < Cs > cac: Faixa de concentração o surfactante encontra-se dissociado em sua forma 
monomérica. 
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ii) cac < Cs > psp: região na qual o surfactante monomérico está em equilíbrio dinâmico 
com os complexos SPECs. A concentração de monômeros no sistema é igual á cac. 

iii)  Cs > psp: Em concentrações superiores do psp, qualquer adição de surfactante leva a 
formação de micelas. Portanto há um equilíbrio dinâmico entre monômeros de surfactante, 
SPECs e micelas no sistema.  

Várias técnicas são utilizadas para pesquisar as interações e formação de agregados 

entre polissacarídeos-surfactantes iônicos como: condutividade, tensão interfacial, 

fluorescência, espalhamento de luz dinâmico (DLS), calorimetria de titulação isotérmica (ITC), 

potencial zeta. Neste trabalho será realizada uma breve descrição do DLS e o ITC.  

 

1.1.12 Técnicas utilizadas para o estudo da interação macromolécula – surfactante.  
 

1.1.12.1 Espalhamento de luz  
 

Morfologia, polidispersidade e tamanho de Nps são parâmetros importantes na 

formação e caracterização de sistemas coloidais. O espalhamento de luz permite conhecer estas 

características sendo na atualidade uma ferramenta essencial nas pesquisas destes sistemas.  

O espalhamento de luz está baseado em dois fenômenos: o efeito Tyndall e o 

movimento browniano. Basicamente, o efeito Tyndall acontece quando a luz atinge uma 

partícula ou grupo de partículas provocando mudança na direção da radiação, este fenômeno é 

também conhecido como espalhamento de luz e por isso o nome da técnica. Por outro lado, o 

movimento browniano é o movimento aleatório de partículas de tamanho micrométrico 

suspendidas em um fluido (HASSAN; RANA; VERMA, 2015). Com base nestes efeitos é 

possível fazer dois tipos de medidas em espalhamentos de luz, o espalhamento de luz estático 

(SLS) e o DLS. Neste trabalho, vai-se focar em discutir brevemente o DLS.  

Para obter informação do tamanho das partículas é utilizado o DLS. Este foca-se em 

medir as flutuações temporais da luz espalhada para obter espectros de flutuação da partícula 

no tempo, fornecendo informação sobre o coeficiente de difusão e tamanho das partículas 

(HASSAN; RANA; VERMA, 2015).  

A informação quantitativa da luz espalhada no tempo é processada mediante uma 

função de autocorrelação. Está é uma função normalizada que descreve como varia a 

intensidade de luz espalhada no tempo. Considerando uma variação da intensidade espalhada 

que é monitorada no tempo e que I(t) representa a intensidade espalhada no tempo t, a 

intensidade de luz espalhada depois de um tempo de decaimento τ é I(t + τ). Assim, a função 

de autocorrelação pode-se normalizar e é representada pela equação 1. 
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݃ଶሺ�ሻ = ݐሺܫሻݐሺܫۃ + �ሻܫۃۄሺݐሻۄଶ  
(1) 

 

Para realizar a contagem dos fótons espalhados, a função de correlação ݃ଶሺ�ሻ, é 
descrita por uma função de correlação de primer orden do campo elétrico ݃ଵሺ�ሻ pela equação 
2. ݃ଵሺ�ሻ =  [݃ଶሺ�ሻ − ͳ]଴,ହ (2) 

 

Assim, podemos observar o comportamento de um particulado por meio da função ݃ଶሺ�ሻ − ͳ vs � (Figura 17).  

Quando o particulado é muito pequeno, a flutuação da intensidade de espalhamento é 

rápida no tempo de análise, e consequentemente o tempo de decaimento da função ݃ଶሺ�ሻ − ͳ 

é menor, comparando com partículas grandes. Portanto, é possível fazer uma análise qualitativa 

do tamanho de diferentes dispersões pelo comportamento da função de autocorrelação.  

 

Figura 17. Variação da intensidade de espalhamento e função de autocorrelação para suspensões de 
diferente tamanho de partícula. 

 
Fonte: Adaptada da literatura (HASSAN; RANA; VERMA, 2015). 

 

Um tratamento matemático da função de autocorrelação permite determinar o 

coeficiente de difusão e o raio hidrodinâmico médio (RH) das partículas. Para uma amostra 
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monodispersa de partículas esféricas, a função de correlação decai exponencialmente com o 

tempo de decaimento (equação 3). 

 ݃ଵሺ�ሻ = �Γ−݁ܣ +  (3) ܤ

 

Onde A é a amplitude da função de correlação, B é a línea base,  Γ = ͳ τ⁄   é a 

frequência de relaxação, sendo  τ  é o tempo de decaimento e se relaciona com o coeficiente de 

difusão (D) da partícula (equação 4).  

 

Γ =  ଶ (4)ݍܦ

 

Onde q é o modulo do vetor de espalhamento (equação 5). Sendo n o índice de refração 

do solvente, ߣ o comprimento de onda do laser utilizado para realizar as medidas e ߠ o ângulo 

no qual é medida a intensidade luz espalhada pelas partículas.  

ݍ  = Ͷ�݊ߣ sin ߠʹ
 

(5) 

            O coeficiente de difusão varia linearmente com a concentração do particulado dentro de 

um regime diluído (ܦ = ଴ሺͳܦ + �஽ሺܿሻ + ⋯ ሻ. Onde �஽ é o coeficiente virial hidrodinâmico e  ܦ଴ é o coeficiente de difusão na condição de diluição infinita (HASSAN; RANA; VERMA, 

2015). Portanto, considerando uma amostra em diluição infinita (ܦ ≅  ଴) é possível determinarܦ

o RH por meio da equação de Stokes-Eintein (equação 6). 

 ܴ� = ݇ܶ͸�ܦߟ଴ 
(6) 

 

Onde ݇ é a constante de Boltzmann, ߟ é a viscosidade do solvente e T é a temperatura 

absoluta. O RH pode-se determinar utilizando um só ângulo, ou pela correlação de vários 

ângulos. Para isto, determina-se o tempo de decaimento em diferentes ângulos de espalhamento 

(normalmente de 30 – 150º) e assim obter o gráfico Γ vs ݍଶ (Figura 18) linearizado e ajustado 

com intercepto zero para cumprir a equação 4. Onde a inclinação do gráfico é o coeficiente de 

difusão do particulado. 
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Figura 18. Variação da frequência de relaxação (Γ) em função do quadrado do vetor de espalhamento 
(q2) para particulado com diferente RH. 

 

Fonte: Adaptada da literatura (HASSAN; RANA; VERMA, 2015). 

 

1.1.12.2 Calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 
 

Interação macromoléculas – surfactante envolve transferências de energia entre os 

componentes do sistema e a vizinhança do sistema. Este é o conceito fundamental que utiliza a 

ITC. Utilizando está técnica é possível determinar a quantidade de energia absorvida ou liberada 

na interação entre macromoléculas e surfactante em condições de temperatura e pressão 

constante. Em um ITC (Figura 19) adiciona-se à solução titulante (normalmente o surfactante) 

dentro de uma cela calorimétrica por meio de um injetor controlado mecanicamente. A cela 

calorimétrica contendo uma solução (normalmente a macromolécula) encontra-se com agitação 

constante, a temperatura controlada e em equilíbrio térmico com suas vizinhanças. 

Quando as duas soluções são misturadas acontece formação e/ou rompimento de 

interações intermoleculares entre as espécies químicas presentes no sistema, provocando uma 

mudança na temperatura do sistema e alteração do equilíbrio térmico entre o sistema e a 

vizinhança. Assim, para atingir novamente o equilíbrio térmico há uma transferência de energia 

na forma de calor entre o sistema e a vizinhança. A energia na forma de calor é detectada por 

termopilhas localizadas lateralmente às celas calorimétricas, gerando uma diferença de 

potencial elétrico. Assim, o ITC fornece dados de potência (quantidade de energia por unidade 

de tempo) em função do tempo (Figura 20). 
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d� =  dq + dw (8) 

Onde d�, dq e dw são a variação infinitesimal da energia interna do sistema, a 

variação infinitesimal da energia na forma de calor e a variação infinitesimal da energia na 

forma de calor, respectivamente. Se o sistema só pode realizar trabalho de expansão e 

compressão a pressão constante a equação 8 transforma-se na equação 9. 

 d� =  dq − Pୣ x୲dV (9) 

  

Onde  Pୣ x୲, dV são a pressão externa do sistema e a variação infinitesimal do volumem 

do sistema, respectivamente. Se o sistema apresenta uma variação finita, é possível integral a 

equação de um estado inicial para um final (equações 10-13). 

 ∫ ܷ݀�
௙ =  ∫ dq − ∫ Pୣ x୲dv�

௙  
(10) 

�୤ − �i  =  q − Pୣ x୲ሺV୤ − Viሻ (11) �୤ − �i  =  q − Pୣ x୲V୤ + Pୣ x୲Vi (12) ሺ�୤ + Pୣ x୲V୤ሻ − ሺ�i + Pୣ x୲Viሻ  =  q (13) 
 

Denominando o termo � + Pୣ x୲V como entalpia (H) na equação 13, encontra-se que a 

energia na forma de calor é igual á diferença da entalpia final (Hf) e inicial (Hi), em outras 

palavras uma variação de entalpia (equação 14). 

 ∆௣௥௢H =  q (14) 

 

A anterior equação mostra que é possível conhecer a variação de entalpia de um 

processo termodinâmico em condições de pressão constante, se conhecermos a quantidade de 

energia trocada na forma de calor entre o sistema e a vizinhança. É importante mencionar que 

pese a igualdade na equação 14, a variação da entalpia e o calor são dois conceitos diferentes. 

A entalpia é energia interna do sistema (variação da energia translacional, vibracional, 

rotacional e eletrônica) mais o trabalho de compressão ou expansão que realize o sistema. E por 

outro lugar, o calor é a transferência de energia por um gradiente de temperatura. 
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posteriormente o Jet se acelera e diminui seu diâmetro ao mesmo tempo em que acontece a 

evaporação do solvente. Finalmente, o Jet de fluido se solidifica sobre o coletor para formar as 

Nfs (SILL; VON RECUM, 2008; WANG et al., 2008).  

 

1.1.13.1 Aplicação de nanofibras na medicina 
 

Uma das aplicações mais promissoras das Nfs é a encapsulação de fármacos e agentes 

terapêuticos. Até a data, diferentes materiais têm sido utilizados para formar Nfs, como 

polímeros sintéticos e nanomateriais a base de carbono, estes são considerados materiais 

flexíveis frente à sua síntese e modificação química. Porém, não apresentam afinidade celular 

e biocompatibilidade. Por outro lado, os polímeros naturais exibem alta biocompatibilidade, e 

atoxidade. Destacando os polissacarídeos (celulose, quitina, quitosana) e as proteínas 

(colágeno, gelatina), os quais têm sido amplamente aplicados na engenharia de tecidos e 

curativos de ferida (KENRY; LIM, 2017). Porém, a formação de Nfs para quimioterapia local 

no tratamento contra o câncer tem sido pouco explorada. Comparada com outros sistemas 

nanoestruturados como micelas, hidrogéis e Nps, as Nfs reduzem a toxicidade e incrementa a 

concentração do fármaco no local de ação farmacêutico (SILL; VON RECUM, 2008). Isto 

permitiria a combinação da remoção cirúrgica para remover o tumor com posterior tratamento 

local para diminuir a probabilidade que o tumor volte aparecer.  

No tratamento contra o câncer, diferentes fármacos com atividade anticancerígena 

como doxorubicina (DOX), paclitaxel, complexos de platina e dicloroacetato foram 

encapsulados em Nfs, com o objetivo de aplicar na quimioterapia local (KENRY; LIM, 2017). 

Por exemplo, tem se encapsulado DOX em Nfs de poli(ácido L- láctico) (PLLA), avaliando sua 

liberação sobre carcinoma hepático em camundongos, encontrando aproximadamente que o 

99% do DOX é liberado e difundido até o tumor inibindo o crescimento do tumor com poucos 

efeitos colaterais (LIU et al., 2013). Por outro lado, tem se reportado a encapsulação de 

dicloroacetato em Nfs de ácido poliláctico (PLA), e posteriormente aplicado em tumores 

sólidos de camundongos. cerca de 96% do volume do tumor foi suprimido em menos de 19 dias 

e os tumores subcutâneos desapareceram dos 50% dos camundongos utilizados nos 

experimentos (LIU et al., 2013). Estes resultados demonstram que as Nfs contendo fármacos 

são uma boa alternativa para o tratamento na quimioterapia localizada. No entanto, muito do 
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metodologia não protege o fármaco do microambiente ao qual é exposto, impedindo a utilização 

de fármacos que são facilmente degradados. Uma alternativa é utilizar Nps poliméricas, 

apresentando alta capacidade de encapsulação comparando com Nps metálicas, porque podem 

encapsular o fármaco na membrana e no bulk do agregado, protegendo o fármaco. 

 

Figura 23. Nanofibras de acetato de polivinila/quitosana com nanopartículas de plata. 
 

 
Fonte: Adaptada da literatura (LI et al., 2013). 

 

Até a presente data a adsorção de Nps poliméricas em Nfs tem sido pouco explorada.  

Jung et al. (2015) estudaram a formação de um compósito de Nfs de policrapolactona (PCL) 

com Nps de quitosana/fucoidan (Figura 24), avaliando o material com ensaios citotóxicos. O 

nanomaterial não foi citotóxico frente fibroblastos da pele, demonstrando que esses materiais 

são altamente biocampatíveis e têm grande potencial de aplicação em sistemas curativos e de 

liberação de fármacos na pele sem apresentar efeitos colaterais (JUNG et al., 2015).  

 
Figura 24. Imagens de SEM de Nfs de policaprolactona com nanopartículas de quitosana/focoidan. 
 

 
Fonte: Adaptada da literatura (JUNG et al., 2015). 
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1.2 OBJETIVOS  
 

O objetivo geral deste estudo é desenvolver dois nanomateriais poliméricos de 

liberação controlada: i) Nps de CHQ-SDS aplicadas na encapsulação da H3TM04 e posterior 

avaliação citotóxica em células de câncer de pele e leucemia. ii)  Nfs de PEO-quitosana 

contendo Nps de CHQ-SDS com o H3TM04 encapsulado.  

 

1.2.1 Objetivos específicos 
 

• Sintetizar e caracterizar os derivados carboximetil quitosana e hexanoil-carboximetil 

quitosana. 

• Formar e caracterizar agregados e Nps de hexanoil-carboximetil quitosana em pH 7,4 e 

estudar a interação com SDS. 

• Avaliar a citotoxicidade das Nps CHQ em ausência e presença de SDS sobre células 

leucêmicas K562, Jurkat e de melanoma murino B16F10. 

• Determinar a capacidade de encapsulação e liberação in vitro da pirazolina nas Nps de 

hexanoil-carboximetil quitosana/SDS, e posterior avaliação citotóxica em células 

leucêmicas e de melanoma murino.  

• Desenvolver Nfs de PEO-quitosana e caracterizá-las por técnicas de microscopia e análises 

térmicas.  

• Desenvolver um novo material pela dispersão das Nps de hexanoil-carboximetil 

quitosana/SDS (contendo a pirazolina) sobre Nfs de PEO-quitosana, avaliando o perfil in 

vitro de liberação do H3TM04 encapsulado e sua permeação em pele humana.  
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1.3.1 Reagentes  
 

A pirazolina H3TM04 (Figura 3) foi sintetizada pela estudante de graduação Jessica 

Toigo e cedida pelo Laboratório de Estrutura e Atividade (LEAT). Sob a orientação do Prof. 

Dr. Ricardo José Nunes. No anexo A, encontra-se o processo de síntese e características do 

composto obtido pelo LEAT.   

A quitosana (Mw na faixa de 90 até 190 kDa) com grau desacetilação entre 75 – 85%, 

dodecil sulfato de sódio (SDS) (≥ 99%),  2-propanol (≥ 99,4%), metanol (≥ 99,8%), hidróxido 

de sódio (≥ 97%), ácido cloroacético (≥ λλ%), anidrido hexanoico (≥ 99%), fosfato de sódio 

monobásico (≥ λλ%), fosfato de sódio dibásico (≥ λλ%), pireno (≥ 99%), azul de Tripano 

(solução 0,4 %), Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (98%) e 

membrana de diálises (massa de corte de 3,5 kDa) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). 

Brometo de potássio (KBr) foi comprado da Shimadzu corporation (Japan).  O Meio de cultivo 

do Instituto Roswell Park Memorial (RPMI), soro fetal bovino inativado (FBC), penicilina, 4-

(2-hidroxyetil) piperazina-1-ácido etanosulfônico (HEPES, ≥ 99,5%) foram compradas da 

(GIBCO®, Brazil). Todos os compostos foram utilizados sem prévia purificação e foi utilizada 

água Milli-Q na preparação de todas as soluções.  

 
1.3.2 Formação de nanoagregados de CHQ-SDS in solução aquosa.  

 

1.3.2.1 Sintése de CMQ 
 

Foi suspensa 5 g de quitosana em 50 mL de 2-propanol (seco previamente em peneira) 

a temperatura ambiente por 30 min. Adicionou-se à suspensão resultante 12,5 mL de NaOH 

(13,3 mol L-1) e 25 g de ácido cloroacético, com agitação constante durante 4 h a 60 oC. 

Posteriormente, o material foi filtrado e lavado com metanol frio até o apresentar pH neutro. 

Secou-se a CMQ durante 5 dias a 20 oC e posteriormente armazenada em dessecador no vácuo 

(Figura 27).  

 

 

 

 

 



58 

 

Figura 27. Proposta da rota sintética da hexanoil carboximetil quitosana (CHQ). 

 
Fonte: O autor.  

 

1.3.2.2 Obtenção de CHQ 
 

Foi dissolvida 2 g de CMQ em água deionizada (50 mL) com agitação constante 

durante 24 h. Seguido da adição de 50 mL de metanol e anidrido hexanoico (0,3 mol L-1). 

Depois de 12 h de reação, a amostra foi coletada em membrana de diálises e deixada durante 

72 h em solução de etanol (25 % v/v). Logo, após seca durante 5 dias/ 20 oC e posteriormente 

armazenada em dessecador no vácuo.  

A quitosana, CMQ e CHQ foram caracterizadas por RMN 1H (Bruker Ascend 400 

MHz) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

(espectrofotômetro PRESTIGE 21-Shimadzu, Japão). Os espectros de RMN 1H foram 

realizados na Central de Análise da Universidade Federal do Rio Grande e os espectros de FTIR 

foram obtidos no Grupo de Estudo em Materiais Poliméricos (POLIMAT). Para obter o RMN 
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1H, dissolveu-se a quitosana em (D2O/DCl), CMQ e CHQ em D2O. Os espectros de RMN 1H 

foram obtidos a 80 oC K com supressão de solvente. Já, os espectros de FTIR foram obtidos 

por pastilha de KBr utilizando 3 mg de cada polímero e 100 mg de KBr; os dados foram 

adquiridos de 4000 a 500 cm− 1 numa taxa de 4 cm− 1, 20 varreduras foram realizados para cada 

amostra. 

O grau de acetilação da quitosana (% DA) foi calculado utilizando a equação 15: 

ܣܦ%  = ቆʹ × ሺ�మ−�6ሻܣ஼�యܣ ቇ × ͳͲͲ 
(15) 

 

Onde ܣ஼�య é a área do sinal em 2.1 ppm no espectro de RMN 1H  da quitosana e ܣሺ�మ−�6ሻ é a soma das áreas, no mesmo espectro, correspondentes aos hidrogênios conectados 

ao carbonos C2-C6 da cadeia hidrocarbônica da quitosana (PEREIRA; MUNIZ; HSIEH, 2015).  

O grau de substituição do grupo hexanoil (DS) foi calculado pela equação 16: 

ܵܦ  = ଶሺଷ.଻ ௣௣௠ሻܣ஼�యሺଵ.ଷ଴ ௣௣௠ሻܣ ͵⁄  
(16) 

 

Onde ܣ஼�యሺଵ.ଷ଴ ௣௣௠ሻ e ܣଶሺଷ.଻ ௣௣௠ሻ são as áreas do sinal em 1,30 e 3,7 ppm, 

respectivamente e correspondem aos hidrogênios metílicos dos grupos hexanoil e os 

hidrogênios ligados aos átomos de carbono C2 no espectro de  RMN 1H do CHQ (LIU et al., 

2006).  

O grau de substituição do grupo carboximetil (F) na CHQ foi calculado usando o 

espectro de RMN 1H e as seguintes equações (equações 17 a 20). 

 ଺݂ = ሺͳ/ʹሻሺܣሺସ.ସ ௣௣௠ሻ− −ሺହ.ସ ௣௣௠ሻܣሺହ.ଵ ௣௣௠ሻሻ/ሺܣ  ሺଷ.଺ ௣௣௠ሻሻܣ

(17) 

ଷ݂ = ሺܣሺହ.ଵ ௣௣௠ሻሻ/ሺܣሺହ.ସ ௣௣௠ሻ −  ሺଷ.଺ ௣௣௠ሻሻ (18)ܣ

ଶ݂ = ሺͳ/ʹሻሺܣሺଷ,଼ ௣௣௠ሻሻ/ሺܣሺହ.ସ ௣௣௠ሻ −  ሺଷ.଺ ௣௣௠ሻሻ (19)ܣ
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ܨ  = ଺݂ +  ଷ݂ + ଶ݂ (20) 

 

Onde ଺݂, ଷ݂ e ଶ݂ são a fração de carboximetilação na posição 6-O, 3-O, 2-N, 

respectivamente. F é a fração total de grupos carboximetil e pode variar de 0 e 2 (CHEN; PARK, 

2003; MOURYA; INAMDAR; TIWARI, 2014).   

 

1.3.2.3 Medidas de tensão superficial 
 

Tensiometria foi utilizada para determinar os parâmetros de agregação da CHQ e 

CHQ-SDS. As medidas foram realizadas em um tensiômetro (Kruss GmbH, modelo K8) a 

298,15 ± 0,1 K com um anel de Pt-Ir-20. Uma solução concentrada de CHQ ou SDS (10 vezes 

acima da cmc) foi utilizada para titular a solução alvo (tampão fosfato pH 7,4 ou CHQ 0,05 mg 

mL-1 em tampão pH 7,4), agitada durante 20 min, para atingir o equilíbrio antes de cada medição 

(DE MODOLON et al., 2009). 

 

1.3.2.4 Medidas de condutividade 
 

A condutividade específica (ț) foi determinada utilizando um condutivímetro digital 

(950, Bante instruments) a 298,15 K, previamente calibrado com solução padrão de KCl 0,01 

mol L-1 (Bante instruments). As soluções de CHQ (0,05 mg mL-1 até 4 mg mL-1) foram 

preparadas em tampão pH 7,4. A solução de polímero (15 mL) foi colocada em uma jaqueta de 

vidro (com fluxo constante de água, 298,15 K) e titulada com a solução de SDS (10 vezes acima 

da cmc) utilizando uma seringa (Hamilton, 50 µL) com agitação constante. 

 

1.3.2.5 Medidas de Fluorescência 
 

A emissão fluorescência do pireno foi utilizada para investigar a interação CHQ-SDS 

em um espectrômetro de fluorescência (Hitachi F4500), usando uma cela de quartzo de 10 mm 

de comprimento (trajetória horizontal). A concentração final de pireno na solução de 0,05 mg 

mL-1 de CHQ (em tampão pH 7,4) foi fixada em ͳ,ͳ × ͳͲ−ହ molL-1. As configurações da largura 

da fenda de ambos os monocromadores (excitação e emissão) foram ajustadas em 5 nm. O 

pireno foi excitado em 335 nm e os espectros de emissão de fluorescência foram obtidos de 350 

a 420 nm. A polaridade da sonda é expressa pela relação I1/I3, onde I1 e I3 são as intensidades 

de fluorescência da primeira (372,5 nm) e terceira banda vibrônicas (383,5 nm) do espectro de 
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emissão de fluorescência do pireno. A razão (I1/I3) foi calculada em diferentes concentrações 

de SDS (0 a 5 mmol L-1).  

 

1.3.2.6 Medidas de DLS e potencial zeta 
 

O tamanho dos agregados de CHQ e CHQ-SDS em diferentes concentrações foram 

determinados por DLS (goniômetro ALV CGS-3-correlador multi-tau) com laser linear 

polarizado vermelho de hélio-néon γ5 mW (Ȝ = 6γβ,κ nm). As amostras foram previamente 

filtradas (filtro de celulose 0,45 µm, Chromafil), posteriormente armazenadas em celas de vidro 

de 10 mm de diâmetro e analisadas em vários ângulos de espalhamento (30 a 145°) a 298,15 K. 

Para obter a função de autocorrelação (g(1)
(q,t)), foram analisadas as flutuações da luz espalhada 

pelo software ALV-correlator V.3.0. A função de distribuição do tempo de decaimento (A(τ)) 

e a função de distribuição do tamanho (A(RH)) foram obtidas pela análise da g(1)
(q,t), pelo método 

CONTIN. O RH das Nps (RH
Np) e os agregados (RH

agg) foram calculados utilizando a equação 

de Stokes-Einstein (equação 6). As medidas de DLS foram realizadas na condição de diluição 

infinita, por tanto foi utilizada a viscosidade da água na temperatura de trabalho para calcular 

os valores de RH. As medições do potencial zeta foram realizadas em um equipamento Zetasizer 

ZS (Malvern) a 298,15 K utilizando celas de eletroforese capilar. 

 

1.3.2.7 Medidas de calorimetria de titulação isotérmica (ITC) 
 

Com o objetivo de obter as alterações entálpicas associadas às interações CHQ-SDS, 

medidas de ITC foram realizadas. Estas foram realizadas em um microcalorímetro (TAM III), 

da TA instruments (USA), controlado pelo software TAM assistantTM. As medidas foram 

realizadas a temperatura constante (298,1500  0,0001 K) e consistiu na adição de 50 injeções 

de 10 L de uma solução concentrada de SDS (19 mmol L-1 - 14 vezes acima o valor da cmc) 

com uma seringa Hamilton (500 L), a qual é controlada por uma bomba de seringa 3810 (TA 

Instruments). A solução é adicionada em uma cela calorimétrica que contém a amostra (2,70 

mL de tampão ou 0,05 mg mL-1 da solução de CHQ). A cânula da seringa foi imersa na cela da 

amostra 180 minutos antes de iniciar a titulação. O intervalo entre as injeções foi de 30 minutos 

(tempo suficiente para o sinal retornar à linha de base) e agitação constante da amostra presente 

na cela, a 180 rpm (3,0 s-1), por meio de um agitador de ouro com formato helicoidal. 
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1.3.3 Nanopartículas de carboximetil-hexanoil quitosana / dodecil sulfato de sódio 
 

1.3.3.1 Formação e caracterização das Nps de CHQ-SDS 
 

As Nps com (CHQ-SDS-H) e sem (CHQ-SDS) pirazolina foram formadas utilizando 

o seguinte método: CHQ (1 mg mL-1) foi suspenso em SDS(aq) 6 mmol L-1 (Previamente 

preparado em tampão fosfato pH 7,4) sob agitação constante a 25 oC por 36 h. A amostra de 

CHQ-SDS foi a submetida a sonicação por 20 min (20 W), utilizando uma sonda de ultrassom 

(UP200S, Hielsher). A sonicação foi realizada em banho de gelo-água para evitar a evaporação 

do solvente. As CHQ-SDS-H foram obtidas utilizando o mesmo método, mas foi adicionado 

360 µL de uma solução da pirazolina H3TM04 10 mmol L-1 em acetonitrila durante a etapa de 

sonicação. Posteriormente, as nanopartículas foram armazenadas no escuro a 4 oC.  

O tamanho e a carga superficial de CHQ-SDS-H e CHQ-SDS foram determinadas por 

DLS e potencial zeta, utilizando a mesma metodologia reportada no item 4.2.6. Todas as 

medidas foram realizadas em triplicata. A morfologia da Nps sem pirazolina foi avaliada por 

TEM 100 kV (JEM-1011); para isso, uma gota da dispersão foi colocada no grid de carbono – 

cobre, e o excesso de solução foi removido com papel filtro. Posteriormente, adição de uma 

gota de acetato de uranil (0,1% m/v), o qual atua como marcador das Nps. A amostra foi deixada 

em repouso durante 24 h a temperatura ambiente e logo analisada no TEM 100 kV.  

 

1.3.3.2 Eficiência de encapsulação  
 

As Nps formadas no item 4.3.1 foram centrifugadas (1000 rpm) durante 5 min para 

remover o H3TM04 insolúvel. Logo, as CHQ-SDS-H foram separadas por centrifugação 

(15000 rpm) e suspendida numa solução ácida (pH 4,5) com agitação constante durante 3 h. A 

suspensão resultante foi misturada com acetonitrila com agitação constante durante 3 h. A 

concentração de H3TM04 foi determinada usando uma curva de calibração de padrão externo 

por espectroscopia de fluorescência (Hitachi F4500). As configurações da largura da fenda de 

excitação e emissão foram ajustadas para 5 nm. A amostra foi excitada a 300 nm e os espectros 

de emissão de fluorescência foram obtidos entre 320 a 520 nm. O experimento foi realizado em 

triplicata. A quantidade total de H3TM04 foi determinada usando a mesma metodologia. A 

porcentagem de eficiência de encapsulação do H3TM04 nas Nps (% EENps) foi calculada a 

partir da seguinte equação (equação 21): 
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ே௣௦ܧܧ % = ͲͶ�ܶ͵ܪ ݁݀ ݈�ݐ݋ݐ ݁݀�݀�ݐ݊�ݑܳ�݀�݈ݑݏ݌�ܿ݊݁ ͲͶ�ܶ͵ܪ  ݁݀ ݁݀�݀�ݐ݊�ݑܳ  × ͳͲͲ (21) 

 

A % EENps foi corroborado pela quantificação do teor total de H3TM04 nas Nps e no 

sobrenadante após ultrafiltração/centrifugação das Nps utilizando dispositivos de centrifugação 

Amicon, com membrana Ultracel-100 (com corte de 100 kDa, Millipore Corp.). 

 

1.3.3.3 Localização do H3TM04 nas nanopartículas 
 

Devido às suas características auto fluorescentes, a emissão de fluorescência do 

H3TM04 foi utilizada como sonda para investigar a polaridade do microambiente das Nps de 

CHQ-SDS-H formadas. misturas de água / dioxano foram preparadas de acordo com o relatado 

por Ramakanta Mondal et al. Uma solução estoque H3TM04 a 0,01 mol L-1 foi preparada em 

dioxano. A solução estoque foi diluída 10 vezes para obter soluções de H3TM04 com 

concentração de 0,001 mol L-1 em diferentes misturas de água / dioxano (% dioxano (v / v) 10, 

20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90) e posteriormente foi determinado os espectros de fluorescência 

com as mesmas condições de analise reportadas no item 4.3.2 deste capitulo. O comprimento 

de onda com maior intensidade de emissão do H3TM04 (ߣாெ        ெ௔௫) em cada proporção de 

solvente foi correlacionado com o valor da energia de transição ET(30) já reportada na literatura 

(MONDAL; GHOSH; MUKHERJEE, 2016). Já as amostras de CHQ-SDS-H e CHQ-H foram 

preparadas com a metodologia reportada no item 4.3.1.  

 

1.3.3.4 Perfil e cinética de liberação in vitro do H3TM04 
 

 Os estudos de liberação foram realizados utilizando membrana de diálise (massa 

molecular de corte de 3,5 kDa) e um aparelho de dissolução USP a 37 ± 1 oC e agitação 

mecânica constante (75 rpm). Com o objetivo de atingir as condições sink, foi utilizado como 

meio de liberação tampão fosfato pH 7,4 com SDS 0,5% (m/v). Suspensões de CHQ-SDS-H       

(1200 µmol L-1 de H3TM04) em pH 7,4 e da pirazolina H3TM04 em acetonitrila na mesma 

concentração presenta nas nanopartículas, foram adicionadas em membranas de diálise. 

Alíquotas do meio de liberação (5 mL) foram removidas em diferentes intervalos de tempo 

durante 72 h e quantificada a concentração de H3TM04 por espectroscopia de emissão de 
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fluorescência utilizando uma curva de calibração de padrão externo em SDS 0,5% (m/v). Após 

coletar cada amostra, o meio de liberação é imediatamente substituído. Cada experimento foi 

realizado em triplicata.  

Para avaliar a cinética de liberação e o mecanismo de liberação, quatro modelos 

cinéticos foram utilizados para interpretar os dados de liberação do H3TM04: Zero Ordem, 

pseudo-primeira ordem, modelo de Higuichi e modelo lei de potência (equações 22 a 25) 

(MURTH, SUVAKANTA NARASIMHA; NATH; PRASANTA, 2010):  

 

Zero ordem:   �௧/�∞  = ݇଴(22) ݐ 

Pseudo-primeira ordem:   �௧ �∞⁄ = ͳ − ݁ሺ−௞భ௧ሻ (23) 

Modelo de Higuichi:   �௧ �∞⁄ =  ଵଶݐ�݇
(24) 

Modelo da lei de potência  �௧/�∞  =  ௡ (25)ݐ݇

 
 

Onde �௧ �∞⁄  é a fração de H3TM04 liberada no tempo t. ݇଴, ݇ଵ, ݇� e k são as 

constante de liberação Zero Ordem, pseudo-primeira ordem, modelo de Higuichi e modelo lei 

de potência , respectivamente. As constantes de liberação e os parâmetros dos modelos 

aplicados foram calculados pelo plote e ajuste dos dados de liberação. 

 

1.3.3.5 Ensaio da atividade antitumoral 
 

1.3.3.5.1 Cultura celular de células leucêmicas  
 

Células de leucemia mielóide aguda (K-562) e uma leucemia linfoblástica aguda 

(Jurkat) foram utilizadas neste estudo. Ambas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Alberto Orfao 

do Centro de Investigación de Câncer da Universidad de Salamanca. As células foram 

cultivadas no meio do Instituto Roswell Park Memorial (RPMI), o qual foi suplementado com 

10% de soro fetal bovino, 100 U mL-1 de penicilina e 10 mmol L-1 de HEPES sob atmosfera de 

5% de CO2, a 37 oC em frascos de 25 cm2 e 75 cm2. A viabilidade celular foi avaliada pelo 
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ensaio de exclusão azul de Tripano (0,5 m/v) e apenas amostras com > 95% de viabilidade 

celular foram utilizadas.  

1.3.3.5.2 Ensaio de viabilidade (MTT) e avaliação morfológica do apoptose 
 

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT. Onde a densidade óptica dos 

grupos controle (células não tratadas) foram considerados como 100% de células viáveis. Para 

obter a curva concentração/tempo de viabilidade celular, as células K-562 e Jurkat (5x104 

células/poço) foram incubadas com diferentes concentrações (5-50 µmol L-1) de H3TM04 (com 

CHQ-SDS-H) por 24, 48 e 72 h. Onde, adicionou-se um volume máximo de 20 µL dos 

compostos, Nps, e/ou CHQ às células. o mesmo volume de solvente foi adicionado aos poços 

controle sem tratamento. Posteriormente, foi avaliada a viabilidade celular e os valores de 

concentração inibitória 50% (IC50) foram calculados usando o software GraphPad Prism 5. 

 A morte apoptótica foi verificada por microscopia de fluorescência (Leica DM5500 

B). As células K-562 e Jurkat (5x104 células/poço) foram incubadas com e sem CHQ-SDS-H 

no valor da IC50 durante 24 h. As células foram lavadas com PBS e tratadas com 40 µL de 

laranja de acridina (10 mg mL-1) e brometo de etídio (5 mg mL -1). Seguidamente, as amostras 

foram pingadas numa lâmina de vidro e analisadas no microscópio de fluorescência. Neste 

ensaio, as células viáveis exibem uma fluorescência verde (marcação do laranja de acridina), 

enquanto as células apoptóticas exibem uma fluorescência laranja-vermelho (marcação do 

brometo de etídio). 

 

1.3.4 Nanofibras de PEO-quitosana contendo nanopartículas de carboximetil-hexanoil 
quitosana/dodecil sulfato carreando a pirazolina H3TM04 para câncer de pele. 

 

1.3.4.1 Produção de nanofibras  
 

Três tipos de Nfs foram formadas: i) Blenda de PEO e quitosana (PEOCh), ii) Blenda 

de PEO, quitosana e H3TM04 (PEOCh-H3) e iii) Blenda de PEO, quitosana e CHQ-SDS-H 

(PEOChNp). Para isso, soluções de PEO (8% m/m) e quitosana (5% m/m) foram preparadas 

separadamente em água Milli-Q e ácido acético 1 mol L-1, respectivamente. As soluções se 

mantiveram sobre agitação constante à temperatura ambiente, durante 24 h. Logo, as soluções 

de PEO e quitosana foram misturadas para se obter uma blenda com (4% m/m) de PEO e (1% 
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m/m) de quitosana (PEOCh). Para preparar o sistema PEOCh-H3, H3TM04 (600 µmol L-1, em 

acetonitrila) foi adicionado sob agitação na blenda polimérica ii. Finalmente, o sistema 

PEOChNp foi formado pela dispersão de CHQ-SDS-H (1 mg mL-1) na mistura polimérica. A 

metodologia para formar CHQ-SDS-H, caracterização e a eficiência de encapsulação foi 

relatada na seção 4.3. Para o processo de eletrofiação, as amostras foram inseridas em seringas 

de 5 mL, a uma distância de 13 cm do coletor estático. Utilizou-se uma taxa de 0,1 mL h-1 e 

uma voltagem de 8,0 kV nos experimentos. As Nfs foram coletadas em papel-pergaminho e 

durante a coleta a umidade da sala de trabalho foi mantida entre 40 a 45% utilizando 

desumidificadores (ARSEC - 200M3-U). 

 

1.3.4.2 Morfologia das nanofibras 
 

A morfologia e a distribuição do diâmetro das Nfs foram avaliadas usando um 

microscópio eletrônico de varredura com emissão de campo (FEG-SEM) (JEOL JSM-6701F). 

As Nfs foram coletadas em papel alumínio, montadas em stubs de alumínio e revestidas com 

uma camada ultrafina de ouro. A distribuição de tamanho foi determinada usando o software 

de processamento de imagens Image-J (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012). A 

morfologia dos Nfs também foi avaliada por TEM, operando a 100 kV, onde as Nfs foram 

coletadas diretamente sobre o gride de cobre. A morfologia superficial e a estrutura topográfica 

das Nfs foram analisadas por microscopia de força atômica (AFM) (Nanosurf FlexAFM) 

usando uma ponta TAP190Al-G com raio menor que 10 nm, uma frequência de ressonância de 

190 kHz, constante da mola de 48 N/m e velocidade de varredura de 1 linha/s. As imagens 

foram analisadas com o software Scanning Probe Microscopy Software (HORCAS et al., 

2007). O ângulo de contato foi determinado pelo método Kruss Easy Drop usando um 

goniômetro (ramé-Hart-250). Nfs (2 cm x 2 cm) foram fixadas numa lâmina de vidro. Uma gota 

de água é pingada na superfície de Nfs usando uma microseringa (50 µL). O ângulo de contato 

foi medido 10 vezes para cada Nf a 25 oC. As imagens das gotas sob as Nfs foram obtidas 

utilizando uma câmera digital de alta velocidade (NeT GMBH 1394) e o ângulo de contato foi 

determinado utilizando o software Drop imagem 2.4.05. 

 

1.3.4.3 Caracterização das nanofibras  
 

A caracterização química das Nfs, PEO, quitosana e H3TM04 foi avaliada por FTIR 

utilizando a mesma metodologia reportada na seção 4.2.2. A análise termogravimétrica (TGA) 
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das Nfs foi realizado utilizando uma termobalança (TGA-50, Shimadzu). PEO puro, quitosana 

e as Nfs foram pesadas (5-10 mg) e aquecidas desde a temperatura ambiente até 600 °C, com 

uma taxa de aquecimento de 10 °C min-1 e fluxo constante de nitrogênio (50 mL min-1). Os 

resultados foram avaliados por meio da primeira derivada do termograma obtido. Por último, 

medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) (DSC-50, Shimadzu) foram realizadas. 

Onde, 5 mg de cada amostra foram aquecidos de -100 °C até 250 °C, a uma taxa de aquecimento 

de 5 °C min-1. 

 

1.3.4.4 Eficiência de encapsulação de H3TM04 nas nanofibras 
 

PEOCh-H3 e PEOChNp Nfs foram dissolvidas em 2 mL de água a pH 4,5 sob agitação 

constante durante 24 h para dissolver as Nfs. Posteriormente, 3 mL de acetonitrila foram 

adicionados e o sistema manteve-se sob agitação constante durante 3 dias. A concentração de 

H3TM04 nas Nfs foi determinada por espectroscopia de emissão de fluorescência usando o 

método descrito na seção 4.3.2. As medidas foram realizadas em triplicata, e a porcentagem de 

eficiência de encapsulação nas nanofibras (% EENfs), foi calculada usando a seguinte equação: 

 % EEN୤ୱ = Quantidade de H͵�MͲͶ nas NfsQuantidade teorica × ͳͲͲ (26) 

  

1.3.4.5 Perfil e cinética de liberação in vitro do H3TM04 das nanofibras 
 

PEOCh-H3 e PEOChNp Nfs (100 mg) foram suspensas em 2 mL de PBS pH 7,4 e 

posteriormente adicionadas em membranas de diálise. As amostras foram mantidas a 37 °C 

num banho termostático com agitação constante, onde, o meio de liberação utilizado foi tampão 

PBS com SDS 0,5% m/v para atingir as condições sink. Alíquotas (0,5 mL) do meio de liberação 

foram removidas em diferentes intervalos de tempo durante seis dias e a concentração de 

H3TM04 foi quantificada por espectroscopia de emissão de fluorescência utilizando uma curva 

de calibração de padrão externo, em SDS 0,5% m/v. O meio de liberação foi imediatamente 

substituído, após cada coleta. Os experimentos foram realizados em triplicata. O mecanismo de 

liberação foi avaliado utilizando os modelos cinéticos reportados na seção 4.3.3. 
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1.3.4.6 Ensaio de permeação em pele humana 
 

1.3.4.6.1 Preparação das amostras de pele humana 

 

A pele humana foi obtida de cirurgias abdominais em um hospital local, sob doação 

anônima e aceita pelo comitê de ética (protocolo, CAE: 87349418.7.0000.0121). A pele foi 

coletada em tampão Krebbs (pH 7,4) imediatamente após a cirurgia. Em seguida, as amostras 

de pele foram preparadas por remoção do tecido adiposo, colocadas em folhas de papel 

alumínio e armazenadas a -20°C até serem utilizadas. Antes da utilização, as peles foram 

descongeladas em tampão PBS durante 30 minutos. 

 

1.3.4.6.2 Experimentos com células de difusão por fluxo 
 

A membrana da pele foi firmemente colocada entre o compartimento doador e 

aceitador da cela de difusão de Franz, com uma área de superfície de 1,77 cm2. O sistema foi 

mantido sob temperatura controlada (37 ± 1oC) e agitação constante. 500 ߤg mL-1 de H3TM04 

foram aplicados no compartimento doador. O H3TM04 foi administrado por meio de uma 

solução de propilenoglicol (H3TM04 livre) e numa suspensão de CHQ-SDS-H. O 

compartimento do receptor, foi preenchido com uma mistura de tampão PBS: etanol (70:30). 

Amostras deste fluido foram retiradas em intervalos de tempo de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 horas para 

estimar a quantidade de H3TM04 permeado. Após 7 horas, a pele foi removida da cela de Franz, 

limpada com um cotonete umedecido com água Milli-Q e cortada em pequenos pedaços. Em 

seguida, o H3TM04 foi extraído com acetonitrila por sonicação (banho de ultrassom), durante     

30 min. Posteriormente, a concentração de H3TM04 foi determinada por espectroscopia de 

fluorescência no fluido receptor, como também na membrana da pele.  

 

1.3.4.6.3 Análise de permeação em pele por microscopia de fluorescência 
 

Imagens de microscopia de fluorescência da pele foram registradas após tratamento 

com H3TM04 em propilenoglicol, CHQ-SDS-H, PEOCh-H3 e PEOChNp. Pele não tratada foi 

utilizada como controle. O ensaio de permeação foi realizado sob as mesmas condições 

experimentais descritas na seção 4.4.6.2. Após 7 horas, as peles foram limpas, montadas com 

Tissue-tec O.C.T.® (Sakura Finetechnical, Tóquio, Japão) num suporte de amostra metálico e 

congelado a -20 oC. Utilizou-se um criostato (Leica CM 1850, Nussloch, Alemanha) para cortar 
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fatias verticais de 20 µm de espessura, que foram submetidas a microscopia de fluorescência 

utilizando um Microscópio Invertido Olympus IX83 com excitação por laser, a 350 nm. 

 

1.3.4.7 Cultura celular de melanoma e ensaio de viabilidade celular 
 

Células de melanoma murino B16F10 (Rio de Janeiro, Brasil) foram cultivadas em 

meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma) e utilizadas para avaliar o efeito das 

CHQ-SDS na capacidade citotóxica do H3TM04. Nesta etapa foi utilizado a mesma 

metodologia de suplementação celular, determinação e cálculo da viabilidade celular reportado 

nas seções 4.3.4.1 e 4.3.4.2. 
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CAPÍTULO II 

 

2  FORMAÇÃO DE NANOAGREGADOS DE CARBOXIMETIL HEXANOIL 
QUITOSANA / DODECIL SULFATO DE SÓDIO EM SOLUÇÃO AQUOSA 

 

Neste capítulo, será apresentada a caracterização da quitosana, CMQ e CHQ por RMN 
1H e FTIR. Como também, será discutido o processo de agregação da CHQ em ausência e 

presença de SDS por meio de parâmetros de agregação (cac, cmc e psp) e parâmetros 

termodinâmicos de agregação ሺ∆Gୡୟୡ୭ , ∆G୮ୱ୮୭ , ∆∆Gୟ୥୥ ୭  e ȟHୟ୥୥). Além disso, o efeito da 

concentração no tamanho, na estabilidade cinética e na carga superficial dos nanoagregados de 

CHQ-SDS foi avaliada por DLS e potencial zeta, com o objetivo de conhecer as características 

físico-químicas do sistema CHQ-SDS e profundar o conhecimento científico associado às 

misturas binárias polissacarídeos hidrofobicamente modificados/surfactantes aniônicos, 

visando o trabalho na modulação e no controle das nanoestruturas formadas.   

Publicação: Aggregation behavior of self-assembled nanoparticles made from 

carboxymethyl-hexanoyl chitosan and sodium dodecyl sulphate surfactant in water, Journal of 

molecular liquids, 278 (2019) 253-261. 
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2.1 Caracterização de quitosana, carboximetil quitosana e carboximetil hexanoil 
quitosana 
 

Quitosana, CMQ e CHQ foram caracterizadas por FTIR e RMN 1H. A Figura 28 

apresenta todos os espectros de FTIR obtidos. A Figura 28a, mostra as bandas características 

da quitosana; sobreposição das bandas de estiramento axial da ligação O-H e de estiramento N-

H centrada em 3441 cm-1, estiramento do C-H em 2877 cm-1, estiramento axial da amida 

secundaria (C-N) em 1598 cm-1, e as bandas em 1078 cm-1 e 894 cm-1 atribuídas à deformação 

C-O-C e das estruturas polissacarídicas, respectivamente (LIN et al., 2011). As mesmas bandas 

características da quitosana são observadas no espectro da CMQ (Figura 28b), como também 

podem se observar as bandas da deformação dos grupos C=O em 1739 cm-1 e N-H em 1624 

cm-1, demonstrando a presença do grupo carboximetila no derivado.  

 

Figura 28. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da (a) quitosana; (b) 
carboximetil quitosana e (c) carboximetil hexanoil quitosana. 

 

 

O espectro de FTIR da CHQ (Figura 28c) apresenta as mesmas bandas da CMQ, 

indicando que os grupos carboximetila permanecem na estrutura hidrocarbônica após a inserção 

do grupo hexanoil na CMQ. Porém, estes resultados não concluem se aconteceu a inserção do 

grupo hexanoil no grupo amino da quitosana. Com o objetivo de obter mais informação 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

1624

(c)

(b)

1739

 A
bs

or
ba

nc
ia

 

 

Número de onda / (cm-1)

3441

2877

1739

1598
1078

894

(a)

1635





73 

 

 

 

De acordo com o RMN 1H da CMQ (Figura 29b), os sinais a 5,1 e 5,4 ppm foram 

atribuídos aos hidrogênios dos grupos carboximetil nas posições N e O da quitosana, 

respectivamente. Estes resultados corroboram as bandas obtidas da CMQ por FTIR. O RMN 
1H da CHQ (Figura 29c) apresenta os sinais referentes aos grupos hexanoil; 1,30 ppm (ChH3), 

1,60 ppm (CgH2), 1,75 ppm (CfH2), 2,0 ppm (CeH2) e 2,75 ppm (CdH2).. Os mesmos 

deslocamentos químicos foram obtidos por Ying Liu et al. (LIU et al., 2006). O % DS e F foram 

calculados usando as equações 16 – 20. Onde, os valores do % DS e F foram 51,60% e 0,96, 

respectivamente. 

 

2.2 Formação dos agregados de CHQ 
 

As inserções dos grupos carboximetil e hexanoil na quitosana, conferem-lhe atividade 

superficial e capacidade de autoagregação em solução aquosa. Tensiometria tem sido 

amplamente usada para avaliar o comportamento de polímeros em interfaces líquido/gás. Assim 

como também, para obter a cac, que é a concentração mínima necessária para que aconteça a 

formação espontânea de agregados de CHQ em solução aquosa por meio  interações intra e/ou 

intermoleculares (ONESIPPE; LAGERGE, 2008a). A figura 30a expõe o comportamento da Ȗ 

de soluções com diferentes concentrações de CHQ a 298,15 K pH 7,4. 

A Ȗ do tampão fosfato pH 7,4 é 70 mNm-1. Com o incremento da concentração de 

CHQ, a Ȗ diminui rapidamente de 70 mNm-1 para 56 mNm-1 pelo processo de adsorção da CHQ 

na interface líquido/gás até a cac 4 µg mL-1 (saturação energética da interface). O valor da cac 

obtido neste trabalho é consistente com o valor da literatura, o qual foi obtido por espectroscopia 

de fluorescência (LIU et al., 2008). Posteriormente, a tensão interfacial aumenta ligeiramente 

até 60 mN m-1 e mantém-se constante com o aumento da concentração da CHQ.   

A dissolução de grupos hidrofóbicos de polímeros requer energia para separar as 

ligações de hidrogênio das moléculas de água. Assim, a transferência de unimeros de CHQ da 

interface para o bulk da solução resulta num incremento da energia livre de Gibbs da superfície 

do sistema. O valor mínimo da Ȗ na figura 30a (56 mN m-1, perto de 4 ȝg mL-1) é provavelmente 

pela alta disparidade em ambas massas molares (da amostra) e HLB (balanço lipofílico-

hidrofílico), devido aos diferentes graus de substituição na CHQ. 
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Figura 30. a) Isoterma de adsorção de CHQ em tampão fosfato pH 7,4 a 298,15 K. (b) Distribuição da 
função de tamanho A(RH) dos agregados de CHQ em diferentes concentrações (0,05 mg mL-1 – 0,4 mg 
mL-1) e ângulo de espalhamento θ = λ0° e βλκ,15 K. A distribuição rápida e lenta é atribuída aos 
unímeros e agregados de CHQ, respetivamente.  

 

  

Essas cadeias hidrocarbônicas têm diferentes coeficientes de partição entre a interface 

e o bulk do sistema. Na cac, agregação das cadeias hidrocarbônicas pode ocorrer na fase aquosa. 

Inicialmente, só as moléculas com maior solubilidade na água (mais hidrofílica) estão 

disponíveis para formar agregados. Assim, algumas das moléculas mais hidrofóbicas da CHQ 

que estavam na interface, podem entrar no bulk do sistema e formar agregados. Logo, a Ȗ 

incrementa rapidamente, até atingir seu valor de equilíbrio. Este comportamento, é similar ao 

reportado por Cristel Onesippe e Serge Lagerge (ONESIPPE; LAGERGE, 2008b), para a 

quitosana hidrofobicamente modificada. Em concentrações de CHQ superiores à cac, os 

monômeros de CHQ acumulam-se no bulk da solução para formar agregados e não incrementar 

a energia livre de Gibbs do sistema.  Portanto, há um equilíbrio dinâmico entre os agregados da 

CHQ e seus monômeros em solução aquosa.  

Com o objetivo ter uma maior compreensão do processo de agregação da CHQ em 

solução aquosa, o efeito da concentração da CHQ sobre o raio hidrodinâmico dos agregados 

(RH
agg) da CHQ foi avaliada por DLS. Esta é uma técnica rápida, com a capacidade de fornecer 

uma estimativa do tamanho médio de um conjunto de partículas em suspensão na faixa 

nanométrica. A figura 30b apresenta o efeito da concentração da CHQ sobre a distribuição do 

RH
agg no ângulo de espalhamento de 90° a 298,15 K. As concentrações de CHQ avaliadas 

apresentam uma distribuição bimodal de tamanho e de tempo de decaimento (Figura.S1, anexo 

A). i.e. Distribuição com dois modos de relaxamento. Este comportamento bimodal foi 
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reportado por Evgeniya V. Korchagina e Olga E. Philippova para a dodecil quitosana, com 4% 

de grau de substituição do grupo dodecil, onde o modo rápido atribuíram aos unímeros de 

dodecil quitosana, com raio hidrodinâmico dos unímeros (RH
uni) entre  3 – 18 nm e o modo lento 

foi atribuído aos agregados de dodecil quitosana com RH
agg entre 132 – 134 nm 

(KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 2012). Considerando que os modos lentos e rápidos 

correspondem aos unímeros e agregados de CHQ, respectivamente, a amplitude da distribuição 

dos RH
agg (Figura 30b) incrementa com o incremento da concentração de CHQ, indicando que 

as interações interpartículas muda de repulsão para atração (KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 

2010, 2012).  

Com o objetivo de formar nanoagregados de CHQ para encapsular moléculas 

hidrofóbicas, é importante avaliar o efeito da concentração de CHQ sobre o raio hidrodinâmico 

real dos agregados (RH
agg

real). Assim, foram realizadas medidas de DLS em diferentes ângulos 

de espalhamentos (variando de 30° até 140°), permitindo realizar gráficos da taxa de relaxação 

(Γ = 1/τ, onde τ é o tempo de relaxação) em função do vetor de espalhamento ao quadrado (q2) 

para o modo de relaxação lento (Figura S2, anexo A). O coeficiente de difusão real dos 

agregados (Dagg
real) foi calculado utilizando a inclinação da curva, onde o Dagg

real é o resultado 

das interações polímero–polímero das cadeias hidrocarbônicas inter- e/ou intramolecularmente. 

O intercepto do gráfico Γ vs q2 é a origem, indicando que a relaxação do agregado polimérico 

acontece por difusão translacional. i.e cumpre a relação matemática Γ= Dagg
real * q2. O valor 

absoluto do Dagg
real diminui com o incremento da concentração de CHQ (Figura S3, anexo A), 

confirmado a hipótese que a interações interpartícula muda de repulsão para atração 

promovendo a ampliação da distribuição do RH
agg. 

O RH
agg

real dos agregados de CHQ foram calculados utilizando a equação de Einstein-

Stokes (equação 6). O RH
agg

real incrementa de 69,9 ± 3,2 nm com uma concentração de 0,05 mg 

mL-1 de CHQ até 83,6 ± 6,5 nm com 0,4 mg mL-1 de CHQ em água deionizada, mostrando que 

a concentração de CHQ afeta o RH
agg

real, possivelmente porque favorece as interações 

intermoleculares entre os domínios hidrofóbicos da CHQ e promove a agregação entre os 

nanoagregados de CHQ. Os RH
agg

real obtidos neste trabalho são menores que os reportados por 

Liu et al., que reportaram a formação de nanocápsulas ocas de CHQ com aproximadamente 200 

nm de diâmetro (LIU et al., 2008). Apesar do baixo valor do RH
agg

real formado com 0,05 mg mL-

1 de CHQ, este sistema apresenta baixa estabilidade cinética em solução aquosa e após 24 h 
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acontece a formação de um terceiro modo na distribuição de RH, com aproximadamente 1000 

nm de diâmetro (Figura S4, anexo A). Isto, foi corroborado por TEM (Figura S5, anexo A). 

 

2.3 Interação da carboximetil hexanoil quitosana com dodecil sulfato de sódio.  
 

O SDS pode interagir com a quitosana e quitosana modificada com grupos 

hidrofóbicos para formar complexos solúveis em solução aquosa. Os complexos de 

polieletrólitos-SDS podem ser formados em concentrações menores à cmc do surfactante na 

interface líquido/gás ou no bulk da solução. Com o objetivo de formar complexos de CHQ-SDS 

estáveis em solução aquosa e avaliar se apresentam atividade superficial, foram realizadas 

medidas de Ȗ. Assim como também, espera-se encontrar a faixa de concentração de SDS (CSDS) 

na qual acontece a adsorção e interação com 0,05 mg mL-1 de CHQ a 298,15 K em tampão 

fosfato (Figura 31). É importante ressaltar que será avaliada a interação entre os nanoagregados 

de CHQ com SDS, onde os nanoagregados de CHQ encontram-se em equilíbrio dinâmico com 

seus unímeros. 

 

Figura 31. Isoterma de adsorção de SDS (escala logarítmica) em (∎) tampão pH 7,4 e (⧠) CHQ 0,05 
mg mL-1 em tampão pH 7,4. As concentrações de agregação são marcadas com linhas verticais e as 
linhas vermelhas correspondem aos ajustes sigmoide e linear. 

 

Em tampão fosfato, com o incremento da concentração de SDS, a Ȗ diminui 

abruptamente até a cmc, pela saturação energética da interface (BHARMORIA et al., 2014). 

Comparando com o sistema SDS – tampão fosfato, observa-se que a Ȗ da solução de CHQ é 

menor que o tampão fosfato (64 mN m-1), devido ao processo de adsorção dos unímeros e/ou 

agregados de CHQ na interface líquido/gás da solução de CHQ 0,05 mg mL-1. Na Figura 31 é 
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possível observar duas transições, a cac e o psp. Para este sistema, a cac é a concentração de 

SDS necessária para formar agregados espontaneamente em solução aquosa via interações 

eletrostáticas, intra e/ou intermoleculares entre o SDS e a CHQ. Por outro lado, a psp é a 

concentração do surfactante necessária para saturar energeticamente a interface dos agregados 

de CHQ na dispersão (FERREIRA, 2016; FERREIRA et al., 2015).  

Inicialmente, a Ȗ da solução de CHQ 0,05 mg mL-1 diminui com uma taxa menor que 

no tampão fosfato (inclinação do tampão fosfato > inclinação de solução 0,05 mg mL-1) até a 

cac (0,6 mmolL-1), indicando que há interação, e que deve acontecer a formação de complexos        

CHQ-SDS com baixa atividade superficial. Posteriormente, a Ȗ diminui até a psp, pela formação 

de agregados de CHQ-SDS com alta atividade superficial. Em concentrações acima da psp, a Ȗ 

permanece constante, porque as interfaces líquido/gás e CHQ/líquido foram energeticamente 

saturadas e não há mais adsorção de monômeros de SDS, promovendo assim, a agregação dos 

monômeros de SDS no bulk da solução. A cmc do SDS por tensiometria no sistema 0,05 mg 

mL-1 CHQ foi de  4,60 mmol L-1 (psp), sendo está maior que a cmc de SDS em tampão fosfato 

(2,10 mmol L-1), comprovando que há interação e formação de agregados entre CHQ-SDS na 

interface ou no bulk do sistema.   

Com o objetivo ter um maior conhecimento sobre o processo de interação e a formação 

dos agregados de CHQ-SDS no bulk da solução, assim como também, calcular o grau de 

ionização (α) do SDS na micela de SDS e nos complexos de CHQ-SDS, titulações 

condutimétricas  em solução aquosa de SDS em presença e ausência de CHQ (0,05 mg mL-1) 

foram realizadas a 298,15 K e pH 7,4 (Figura 32a).  As diferentes seções da curva foram 

linearizadas, sendo que os coeficientes de correlação apresentaram valores superiores a 0,998.  

Na ausência de CHQ (em tampão fosfato pH 7,4) observaram-se duas regiões, a região 

pré-micelar e a pós-micelar. A condutividade específica (ț) incrementa rapidamente com o 

incremento da concentração de SDS até a cmc. Em concentrações superiores da cmc (6,0 mmol 

L-1) acontece a formação de micelas de SDS no bulk da solução. Em comparação com a solução 

de 0,05 mg mL-1 de CHQ, foram observadas duas concentrações críticas, a cac e o psp. A ț 

aumenta com o aumento das concentrações dos íons no sistema até a cac                               

(1,08 ± 0,05 mmol L-1). 

O processo de interação e de formação dos agregados CHQ-SDS continua até o psp 

(6,24 ± 0,12 mmol L-1). Em concentrações maiores do psp, não há formação dos complexos 
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CHQ-SDS. No entanto, os monômeros de SDS agregam-se em solução aquosa para formar 

micelas, as quais encontra-se em equilíbrio dinâmico com os complexos de CHQ-SDS. Durante 

os experimentos não foi observada alteração na turbidez da dispersão, indicando que acontece 

a formação de complexos solúveis CHQ-SDS em tampão pH 7,4. Porém, quando a interação 

acontece em tampão pH 4, o sistema torna-se turvo pela formação de complexos insolúveis de 

CHQ-SDS. Isto, deve-se à forte interação eletrostática entre os grupos amina da CHQ, 

carregados positivamente (NH3
+), e os grupos sulfato do SDS carregados negativamente. Os 

valores da cac e psp obtidos por condutividade com 0,05 mg mL-1 de CHQ em tampão fosfato 

pH 7,4 são inferiores aos obtidos por tensiometria. Assim, estes parâmetros são fortemente 

dependentes da técnica utilizada para obtê-los (DE MODOLON et al., 2009). Além disso, o 

baixo valor da Ȗ em presença do polímero, mesmo antes de atingir a cac, sugere que a interação 

CHQ-SDS e a formação dos pré-agregados, ocorrem abaixo da cac (obtido com as duas 

técnicas)(MINATTI; NORWOOD; REED, 1998; NORWOOD; MINATTI; REED, 1998).  

 
Figura 32. Curvas de condutividade (escala relativa) em solução aquosa de SDS em (a) tampão pH 7,4 
(∎) CHQ 0,05 mg mL-1 (⧠). (b) diferentes concentrações (0 - 0,4 mg mL-1) de CHQ em tampão pH 7,4 
a 298,15 K. As transições de agregação são marcadas com linhas verticais e as linhas vermelhas 
correspondem aos ajustes lineares.  

 

Para avaliar o efeito da concentração de CHQ sobre os parâmetros de agregação na 

interação de CHQ-SDS, curvas de titulação condutimétricas de SDS em diferentes 

concentrações de CHQ (0,05 – 0,4 mg mL-1) a 298,15 K e tampão fosfato pH 7,4 foram 

realizadas (Figura 32b). A cmc, cac, o grau de ionização do surfactante na micela de SDS (α2), 

o grau de ionização do surfactante no complexo CHQ-SDS (α1), a variação da energia livre 

Gibbs padrão da associação CHQ-SDS (∆Gୡୟୡ୭ ), a variação da energia livre Gibbs padrão da 

0 4 8 12 16 20
0,54

0,55

0,56

0,57

0,58

0,59

0,60

0,61

psp

cmccac

(a)

 / 
10

00
.(s

 c
m

-1
)

C
SDS

 / (mmol L-1)
0 3 6 9 12 15 18

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0
(b) buffer pH 7.4   0,2 mg mL-1

 0,05 mg mL-1 
 0,4 mg mL-1

 

 0,1 mg mL-1

  


. (
s 

cm
-1
)

C
SDS

 / (mmol L-1)



79 

 

 

 

formação de micelas de SDS em presença de CHQ (∆G୮ୱ୮୭ ) e a variação da energia livre Gibbs 

padrão da adsorção das micelas de SDS na macromolécula de CHQ (∆∆Gୟ୥୥୭ ) a 298,15 K foram 

calculados (tabela 1). As equações utilizadas para calcular os parâmetros de agregação estão 

reportadas no anexo C.  

Os valores da cac permanecem quase constantes e a psp incrementa, com o incremento 

da concentração de CHQ, pois a necessidade de uma maior quantidade de monômeros de 

surfactante para saturar a interface do polímero. Este comportamento foi reportado por Samuel 

de Medeiros Modolon et al. na interação entre SDS e etil(hidroxietil) celulose (EHCE) (DE 

MODOLON et al., 2009). Os valores de α1 e α2 foram obtidos da razão das inclinações das 

curvas de condutividade acima e abaixo da psp e a cmc, respectivamente. Os valores de α1 são 

menores que os valores de α2, indicando que os complexos de CHQ-SDS são menos ionizáveis 

que nas micelas regulares de SDS. Utilizando os valores de α1 e α2 foram calculados a ∆Gୡୟୡ୭  e ∆G୮ୱ୮୭  para todas as concentrações de CHQ avaliadas. Estes parâmetros termodinâmicos de 

agregação determinam a viabilidade na formação dos complexos de CHQ-SDS e das micelas 

de SDS em presença de CHQ, respectivamente.  

Os valores de ∆Gୡୟୡ୭  e ∆G୮ୱ୮୭  são negativos e variam pouco com o incremento da 

concentração de CHQ, mostrando que os complexos de CHQ-SDS e as micelas de SDS 

formam-se espontaneamente em tampão fosfato pH 7,4. Os valores de ∆∆Gୟ୥୥୭  foram calculados 

assumindo que os agregados de SDS na cmc e o SDS adsorvido nos agregados de CHQ 

apresentam forças similares de interação. Este parâmetro termodinâmico determina a 

favorabilidade do processo de formação dos agregados de CHQ-SDS em comparação à micelas 

de SDS. O modulo dos valores de ∆∆Gୟ୥୥୭  diminui de -6,84 ± 0,45 até -4,01 ± 0,11 kJ mol-1 

com o incremento da concentração de CHQ, indicando que o incremento da concentração de 

CHQ, diminui a espontaneidade da interação CHQ-SDS e as interações polímero-polímero 

podem-se tornar importantes.  

A força motriz que dirige a formação dos complexos CHQ-SDS é provavelmente o 

efeito hidrofóbico (interação entre as cadeias hidrocarbônicas dodecil do SDS e CHQ), uma vez 

que há repulsão eletrostática, entre os grupos carboximetil da CHQ e os grupos sulfato de SDS 

(carregados negativamente em pH 7,4). As unidades GlcNAc  (2-acetoamido-2-deoxi-ȕ-1,4-D-

glicopironase) na CHQ, são domínios hidrofóbicos que favorecem a inclusão de grupos 

hidrofóbicos e, portanto, o processo de agregação (KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 2010, 
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2015). Com o objetivo de investigar se as interações hidrofóbicas promovem a agregação CHQ-

SDS e determinar os valores de energia associados a este processo, medidas de espectroscopia 

de emissão de fluorescência e ITC foram realizadas.  

O pireno foi utilizado como sonda para monitorar o processo de agregação. A emissão 

de fluorescência do pireno tem sido amplamente utilizada para estudar interações polímero-

surfactante, uma vez que oferece uma forma rápida, simples e altamente sensível na 

determinação de interações hidrofóbicas (FERREIRA et al., 2015). A Figura 33a mostra a 

variação da razão das bandas do pireno I1/I3 versus log10 (CSDS) em presença e ausência de CHQ. 

Inicialmente, a razão das bandas do pireno I1/I3 em presença de 0,05 mg mL-1 de CHQ 

inicia num valor menor (≈ 1,7λ) do que no buffer de fosfato (≈ 1,κ4). i.e., a sonda encontra-se 

num meio mais hidrofóbico quando está em presença de CHQ, pela interação com grupos e 

domínios hidrofóbicos da CHQ. Para as duas curvas a razão I1/I3 diminui, com o aumento da 

CSDS até aproximadamente ≈ 1,1β. No entanto, para o sistema com CHQ a razão das bandas 

I1/I3 diminui desde 0,1 mmol L-1 de SDS. Estes resultados concluem: (1) As interações 

hidrofóbicas dirigem a formação do complexo CHQ-SDS e (2) Suporta a hipótese que a 

interação entre CHQ-SDS inicia em concentrações menores da cac. 

ITC determina a quantidade de calor liberado ou absorvido nos processos de interações 

moleculares, a temperatura e pressão constante. O ITC tem sido amplamente aplicado na 

determinação de parâmetros termodinâmicos (Variação da entalpia de interação (∆H), variação 

da entropia de interação (∆S), variação da energia livre de Gibbs de interação (∆G)) na interação 

entre SDS com polímeros (KABIRI; UNSWORTH, 2014). A Figura 33b apresenta as variações 

da entalpia molar observada (�ܪ௢௕௦) na diluição de SDS 19 mmol L−1 em tampão fosfato pH 

7,4 e 0,05 mg mL-1 CHQ a 298,15 K. 

 

Tabela 1. Parâmetros termodinâmicos e de agregação da interação CHQ-SDS em tampão pH 7,4 a 
298,15 K. 

CHQ  
mg mL-1 

cac  
mmol L-1 

psp 
mmol L-1 α1 α2 

ܗ����∆  
kJ mol-1 

ܗܘ�ܘ�∆
 

kJ mol-1 

ܗ����∆∆
 

kJ mol-1 

0,05 1,08 ± 0,05 6,24 ± 0,12 0,40 ± 0,02 0,63 ± 0,03 -27,43 ± 1,37    -17,23 ± 0,89 -6,84 ± 0,45 

0,1 1,17 ± 0,04 7,27 ± 0,14 0,48 ± 0,02 0,53 ± 0,05 -25,71 ± 1,28     -18,02 ± 0,70 -5,12 ± 0,25 

0,2 1,15 ± 0,03 7,86 ± 0,09 0,49 ± 0,01 0,50 ± 0,02 -25,46 ± 1,27     -17,99 ± 0,85 -4,95 ± 0,21 

0,4 1,20 ± 0,90 8,83 ± 0,17 0,52 ± 0,03 0,43 ± 0,09 -24,60 ± 1,29    -18,38 ± 0,92 -4,01 ± 0,11 

 



81 

 

 

 

Figura 33. (a) Razão I1/I3 das bandas de emissão de fluorescência do pireno versus o Log10 da 
concentração de SDS em tampão pH 7,4 (●) e CHQ 0,05 mg mL-1 (○); (b) Curvas de titulação 
calorimétrica da adição de 19 mmol L-1 de SDS em tampão fosfato pH 7,4 (o) e CHQ 0,05 mg mL-1 (Δ) 
a 298,15 K; (c) Variação da entalpia molar aparente em função da concentração de SDS. A Hap-int foi 
obtida da subtração da curva de diluição de SDS da curva de titulação de SDS na solução de CHQ. As 
linhas servem apenas como guia visual.  

 

 

 

A variação da potência (W) em função do tempo para ambos sistemas pode-se observar 

na Figura S6, no anexo A. A curva sigmoide típica da diluição de SDS mostra uma pequena 

mudança da entalpia associada ao processo de micelização (FERREIRA et al., 2015; 

ONESIPPE; LAGERGE, 2008a). A diluição de SDS em tampão fosfato é totalmente 
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endotérmico antes do processo de micelização do SDS (cmc =1,33 ± 0,03 mmol L−1, valor 

calculado pelo método da primeira derivativa), e muda para exotérmico no processo pós-

micelização. Esse comportamento está de acordo com dados previamente relatados na literatura 

(FERREIRA et al., 2015; KABIRI; UNSWORTH, 2014). 

A diluição de SDS em 0,05 mg mL-1 de CHQ apresenta um comportamento similar 

aos valores de �ܪ௢௕௦, porém diferentes na faixa de 0 a 1,4 mmol L−1 de SDS, demonstrando 

que a interação CHQ-SDS ocorre no nível molecular. Os valores de cac (0,14 ± 0,03 mmol L−1) 

e o psp (2,21 ± 0,03 mmol L−1) também foram obtidos a partir das medidas de ITC. Para 

determinar as alterações de entalpia causadas apenas pela agregação CHQ-SDS, o termograma 

da diluição de SDS em tampão fosfato pH 7,4 foi subtraído da diluição de SDS em 0,05 mg 

mL-1 CHQ, e assim obter a variação da entalpia molar aparente de interação (ΔHap−int) (Figura 

33c). Na região pré-micelar, a interação CHQ-SDS é totalmente exotérmica até a concentração 

de SDS 0,9 mmol L–1 (valor superior ao cac). O pequeno valor de ΔHap−int sugere que o processo 

acontece por interações hidrofóbicas cooperativas entre as cadeias hidrocarbônicas do dodecil 

sulfato e os domínios hidrofóbicos nos agregados de CHQ. O ΔHap−int incrementa 

endotermicamente com a CSDS até 1,6 mmol L−1. A mudança de valores exotérmicos para 

endotérmicos da ΔHap−int está associada principalmente as contribuições entálpicas de duas 

interações moleculares; i) entre os monômeros de SDS com agregados de CHQ e, ii) entre os 

monômeros de SDS adsorvidos na interface da CHQ. Como a CSDS aumenta, o número de sítios 

hidrofóbicos disponíveis diminui, diminuindo a contribuição exotérmica da interação CHQ-

SDS. Além disso, na interface da CHQ, a repulsão eletrostática entre os grupos sulfato do SDS 

aumenta, aumentando a contribuição endotérmica. Na concentração de SDS igual a 1,60 mmol 

L−1, os valores da ΔHap−int são endotérmicos, indicando que a contribuição entálpica proveniente 

da interação monômero-monômero de SDS na interface da CHQ, predomina sobre a 

contribuição da interação CHQ-SDS. Na psp 1,82 mmol L-1, os valores de ΔHap−int  diminuem 

gradualmente de 0,21 kJ mol-1 até zero, indicando a saturação dos agregados de CHQ pelos 

monômeros de SDS, e acontece a formação de micelas de SDS no sistema (ONESIPPE; 

LAGERGE, 2008a, 2008b; THONGNGAM; MCCLEMENTS, 2005). Os valores de ΔGcac, 

ΔGpsp e ΔΔGagg obtidos pelo ITC foram −35,19 kJ mol-1, −β0,76 kJ mol-1 e −κ,4γ kJ mol-1, 

respetivamente (calculados usando as equações A.3-A.6, no anexo C). Estes parâmetros 

termodinâmicos são negativos, indicando que a interação CHQ-SDS é um processo espontâneo. 

Embora os valores da cac e psp encontrados por ITC e condutividade sejam ligeiramente 

diferentes, os valores de ΔΔGagg obtidos pelas duas técnicas são similares. 
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Para avaliar as contribuições entálpicas na interação CHQ-SDS, a variação da entalpia 

integral na formação dos agregados de CHQ-SDS (ΔHagg) foi calculada utilizando o método 

proposto por Olofsson e Loh (equação A7, anexo C), que expressa a variação da entalpia 

necessária para que ocorra a formação de um mol de agregados de CHQ-SDS, pela interação 

de mol de monômeros de SDS, no intervalo de concentração cac -psp (OLOFSSON; LOH, 

2009). O valor da ΔHagg para 0,05 mg mL-1 de CHQ-SDS é −2.11 kJ mol-1, demonstrando que 

a agregação de SDS na interface da CHQ é um processo exotérmico. O mesmo resultado foi 

reportado na interação entre o SDS e a dodecil-quitosana (ONESIPPE; LAGERGE, 2008b). 

 

2.4 Raio hidrodinâmico e estabilidade dos agregados de SDS-CHQ em solução aquosa.  
 

A Figura 34a. mostra o efeito da CSDS sobre funções de autocorrelação de DLS e as 

respectivas distribuições de tamanho dos complexos CHQ-SDS em tampão pH 7,4 no ângulo 

de espalhamento de 90° e 298,15 K. O tempo de relaxação das curvas de autocorrelação 

desloca-se para valores menores com o incremento da CSDS, isto é, os agregados CHQ-SDS são 

menores que os agregados de CHQ em ausência de SDS. Estes resultados são facilmente vistos 

a partir da distribuição do tempo de decaimento no ângulo de espalhamento de 90° (Figura 34b).  

 Os complexos de CHQ-SDS apresentam uma distribuição de tamanho bimodal, como 

observado com os agregados de CHQ. No entanto, em altas CSDS (6,0 mmol L-1), é possível 

visualizar um terceiro modo em torno de τ = 0,0β5 s, sugerindo a formação de agregados de 

menor tamanho. O respectivo valor de RH é de 2,10 nm (Figura 34c) (FERREIRA et al., 2015), 

sugerindo a formação de micelas livres de SDS. Este resultado se encontra em estreita 

concordância com os resultados obtidos com outras técnicas.  

A dependência angular (entre 30° e 140°) foi utilizada para obter RH
agg

real usando a 

equação de Einstein-Stokes (Figura S7, anexo C), para o modo lento da distribuição de tamanho 

(Figura 34d). Assim como também, foi avaliado o efeito da CSDS no valor do potencial zeta dos 

complexos CHQ-SDS (Figura 34d). 

O RH
agg

real diminui de 123,6 ± 4,2 nm para 73,8 ± 2,6 nm, com o incremento da CSDS 

até 1,0 mmol L-1 (aproximadamente o valor da cac obtida por condutividade). Sugerindo que a 

adsorção dos monômeros de SDS na interface da CHQ leva a um menor tamanho do agregado. 
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diminui até -36,3 ± 0,4 mV com 6,0 mmol L-1 de SDS, já que a repulsão eletrostática da 

interface (negativa) diminui a adsorção dos monômeros SDS, promovendo a formação de 

micelas de SDS. 

Para determinar a estabilidade cinética dos agregados de CHQ-SDS formados com 

diferentes concentrações de SDS, foi monitorado a evolução da RH
agg (modo lento) no ângulo 

de espalhamento de θ = λ0 ° a β7κ.15 K no tampão pH 7,4 durante 5 meses por DLS (Figura 

35). Verificou-se que sem SDS e com 0.5 mmol L-1 de SDS o RH
agg aumentou rapidamente ao 

longo do tempo até 670 ± 30 nm e 548 ± 6 nm, respectivamente. É importante destacar que 

após 120 dias foi observada precipitação dos sistemas mencionados, no entanto foi reportado o 

RH
agg dos agregados presentes na fase aquosa. Por outro lado, o tamanho dos agregados com 

mais surfactante permaneceu constante e nenhum processo de floculação foi observado no 

período de estudo. 

 

Figura 35. Efeito do tempo no raio hidrodinâmico aparente RH
agg das CHQ-SDS em tampão pH 7,4 no 

ângulo de espalhamento de θ = λ0° a βλκ,15 K com diferentes concentrações de SDS (0 – 6 mmol L-1). 
As linhas servem apenas como guia visual. 
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CAPÍTULO III  

 

3  NANOPARTÍCULAS DE CARBOXIMETIL-HEXANOIL QUITOSANA/ DODECIL 
SULFATO DE SÓDIO: EFICIENTE NANOCARREADOR DA PIRAZOLINA H3TM04 
COM ATIVIDADE ANTILEUCÊMICA.  

 

Neste capítulo está descrito o desenvolvimento de Nps de CHQ-SDS e caracterização 

por DLS, potencial zeta e TEM. As Nps foram aplicadas na encapsulação da pirazolina modelo 

H3TM04 com atividade antileucêmica, avaliando o comportamento e a cinética de liberação in 

vitro. Além disso, foram realizados ensaios de citotoxidade das Nps em ausência e presença da 

pirazolina sob células de leucemia mieloide crônica (K562) e linfoblástica aguda (Jurkat). Além 

disso, o efeito citotóxico do composto H3TM04 foi verificado observando mudanças 

morfológicas das células tratadas utilizando microscopia de fluorescência. 
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3.1Caracterização das nanopartículas 
 

O tamanho das Nps desempenha um papel fundamental no tempo de circulação, na 

disposição e distribuição nos tecidos biológicos, como também no mecanismo de endocitose 

(MU et al., 2016). Assim, o tamanho médio das Nps de CHQ-SDS e CHQ-SDS-H foram 

determinados por DLS. As Figuras 36a e 36b apresentam a g(1)
(q, t) e a A(t) obtido pelo método 

CONTIN a 90° e 298,15 K. Para ambas amostras, pode-se observar uma distribuição bimodal, 

onde o modo lento apresenta menor amplitude no sistema CHQ-SDS-H que nas Nps de CHQ-

SDS. Este resultado sugere que o H3TM04 promove interações hidrofóbicas com os 

componentes do sistema e diminui a distribuição de τ das Nps de CHQ-SDS-H em solução 

aquosa. 

 

Figura 36. (1) Função de autocorrelação g(1)
(q,t) e (2) função de distribuição de tempo de decaimento 

A(t) obtida pelo método CONTIN no ângulo de espalhamento de 90° a  298,15 K para (a) CHQ-SDS e 
(b) CHQ-SDS-H em tampão fosfato pH 7,4. Nas duas amostras, o modo lento representa o 98% da 
população.  

  

As distribuições de τ apresentadas não diferem da A(RH) obtida, a 90° e 298,15 K 

(Figuras 36a e 36b). As Nps de CHQ-SDS e CHQ-SDS-H apresentaram uma distribuição 

bimodal, indicando duas populações em cada amostra. Para analisar a variação do raio 

hidrodinâmico das nanopartículas (RH
Np), determinou-se a A(RH) para CHQ-SDS e CHQ-SDS-

H em tampão fosfato pH 7,4 no ângulo de espalhamento de θ = λ0° a βλκ,15 K (Figura 37). 
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Figura 37. Função de distribuição de tamanho A(RH) no ângulo de espalhamento de 90° a 298,15 K 
para (●) CHQ-SDS e (o) CHQ-SDS-H. No interior do gráfico mostra-se os RH de cada distribuição. 

 

O RH
Np da distribuição lenta para as Nps de CHQ-SDS-H (118,1 nm) a 90° é maior do 

que as Nps de CHQ-SDS (93,5 nm), demonstrando que o encapsulamento da pirazolina 

aumenta o tamanho médio das Nps. Estes resultados evidenciam o encapsulamento do H3TM04 

no interior e/ou nos sítios hidrofóbicos da superfície interna das Nps. Para determinar o raio 

hidrodinâmico real das Nps (RH
Npreal), medidas de DLS em diferentes ângulos de espalhamento 

(30° e 140°) para ambas as amostras foram realizadas (Figuras 38a e 38b). Isto, permite analisar 

o comportamento da Γ (Γ=τ-1) para as distribuições lentas em função do quadrado do vetor de 

espalhamento q2. (Figuras 38c e 38d).  

Os gráficos de Γ vs q2 passam pela origem, indicando que o tempo de decaimento das 

Nps acontece por difusão translacional (KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 2015). Os 

coeficientes de difusão real das Np (DNp
real) foram calculados a partir da inclinação do gráfico 

Γ vs q2, obtendo ͵.ʹ͹ × ͳͲ−ଵଶ m s-2 e ʹ.͹9 × ͳͲ−ଵଶ m s-2 para CHQ-SDS e CHQ-SDS-H, 

respectivamente. Utilizando os respectivos valores de DNp
real, pode-se calcular o RH

Np
real 

utilizando a equação de Einstein-Stokes (equação 6). O RH
Np

real das Nps de CHQ-SDS-H (83,9 

± 1,2 nm) é maior que das Nps CHQ-SDS (71,8 ± 0,6 nm).  Não foi possível determinar o 

RH
Np

real para a distribuição rápida, porque está população não se evidenciou em todos os ângulos 

de espalhamentos avaliados. 
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tumoral interno (DEVADASU; BHARDWAJ; KUMAR, 2013; KORCHAGINA; 

PHILIPPOVA, 2015). 

A estabilidade cinética das dispersões de CHQ-SDS e CHQ-SDS-H foi avaliada 

seguindo a evolução da distribuição de tamanho durante o tempo de armazenamento. Verificou-

se que para ambas as amostras não houve mudança significativa na distribuição de tamanho ao 

longo de 90 dias (Figura 40). 

 

Figura 40. Efeito do tempo de armazenamento sobre o raio hidrodinâmico das nanopartículas de (●) 
CHQ-SDS e (o) CHQ-SDS-H em tampão pH 7,4 no ângulo de espalhamento θ = λ0° e βλκ,15 K. As 
linhas sólidas servem apenas como guia visual. 

 

 

3.2 Eficiência de encapsulação (% EENps) 
 

A eficiência de encapsulação do H3TM04 nas Nps foi determinada por espectroscopia 

de emissão fluorescência usando uma curva de calibração de padrão externo (Figura 41). A        

% EENps usando 1200 µmol L-1 de H3TM04 foi de 96,8 ± 0,1%, indicando que as Nps de CHQ-

SDS podem fornecer alta eficiência no encapsulamento de compostos hidrofóbicos, como a 

pirazolina testada. Liu e et al. encapsularam DOX em Nps de CHQ, reportando que, 

aumentando a porcentagem de grupos hexanoil no polímero de 0 a 48%, a porcentagem de 

encapsulação aumenta de 26,3 para 46,8% (LIU et al., 2008). Portanto, o valor da % EENps 

obtido neste estudo, pode ser atribuído ao ambiente hidrofóbico microheterogêneo formado 

pela interação entre os grupos hexanoil no esqueleto da CHQ e as cadeias dodecil do SDS 

(ONESIPPE; LAGERGE, 2008b, 2008a; RENGIFO et al., 2019). Para confirmar esta hipótese, 

experimentos para determinar o microambiente do H3TM04 nas Nps foram realizados.  
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Para determinar a polaridade do ambiente microheterogêneo ao qual o H3TM04 é 

exposto dentro das Nps, foram obtidos espectros de emissão de fluorescência do H3TM04 nos 

agregados de CHQ (aq) e nas Nps CHQ-SDS (CHQ-SDS-H). 

 

Figura 41. (a) Espectros de emissão de fluorescência do H3TM04 em acetonitrila (os espectros de           
(i) para (x) correspondem a 0,04 para 0,27 µg mL-1 de H3TM04). (b) Curva de calibração de H3TM04 
em acetonitrila. A linha vermelha corresponde ao ajuste linear. 

 

  
 

3.1 Localização do H3TM04 nas nanopartículas.  
 

Este método permite identificar a localização do sítio de ligação do fármaco dentro 

dos nanoagregados, com base no perfil do espectro de emissão de fluorescência de misturas 

água/dioxano com polaridade conhecida (GHOSH et al., 2014; MONDAL; GHOSH; 

MUKHERJEE, 2016; PAUL; GUCHHAIT, 2011). A Figura 42a apresenta os espectros de 

emissão de fluorescência do H3TM04 em várias misturas água/dioxano, com proporções entre 

10 e 90% de dioxano.    

A emissão de fluorescência aumenta com o aumento da concentração de dioxano na 

mistura, com deslocamento do comprimento de onda máximo para o azul (ߣாெ        ெ௔௫), devido à 

diminuição da polaridade do ambiente microheterogêneo do H3TM04. O ߣாெ        ெ௔௫, foi 

correlacionado com o parâmetro de polaridade equivalente às misturas de água / dioxano ET(30) 

(Figura 42b), previamente reportados por Kosower et al.  (GHOSH et al., 2014).  
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Figura 42. (a) Espectros de emissão de fluorescência de H3TM04 em diferentes proporções água-
dioxano (os espectros de (i) para (x) correspondem à porcentagem de dioxano (v/v) 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70, 80 e 90). (b) Comprimento de onda máximo da emissão de fluorescência do H3TM04 versus a 
energia de transição ET(30) do H3TM04 em diferentes proporções de água-dioxano (10 a 90% de 
dioxano). A linha vermelha corresponde ao ajuste linear.  

 

  

 

Assumindo que este comportamento possa ser aplicado aos nanoagregados, por 

interpolação do ߣாெ        ெ௔௫, é possível determinar o valor de ET(30) do H3TM04 dentro dos 

nanoagregados de CHQ e das Nps de CHQ-SDS. O valor ET(30) para um solvente é definido 

como a energia de transição para a banda de absorção de maior comprimento de onda do corante 

betain (2) piridinium-N-fenóxido  em kcal mol-1. O ET(30) calculado para H3TM04 no CHQ e 

CHQ-SDS foi de 57,5 e  54,7 kcal mol-1, respectivamente. Considerando que o ET(30) da água 

é 61,1 kcal mol-1 e do dioxano é 36,1 kcal mol-1, o H3TM04 encontra-se num microambiente 

menos polar no CHQ-SDS que no CHQ. Além disso, esses resultados demonstram que o 

H3TM04 se encontra dentro das Nps, indicando que as cadeias hidrofóbicas dodecil do SDS 

incrementam os nichos hidrofóbicos no particulado.   

 

3.2 Liberação de H3TM04 - estudo in vitro 
 

Estudos de liberação e cinética in vitro foram realizados para determinar a capacidade 

dessa nova formulação em modular a liberação do composto ativo (FIGUEIREDO et al., 2017; 

WONG; CHOI, 2015). A Figura 43 mostra o perfil de liberação do H3TM04 encapsulado nas 

Nps de CHQ-SDS e o H3TM04 livre em acetonitrila durante um período de 72 h. Nas primeiras 
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5 h, 98,3 ± 0,1% do H3TM04 não encapsulado foi liberado e apenas 2,4 ± 0,2% do H3TM04 

foi liberado das Nps, verificando-se o processo de liberação controlada do composto quando 

encapsulado. Nas Nps, a liberação do H3TM04 aumentou para 24,9 ± 3,1% após 24 h. A 

liberação continuou aumentando gradualmente, até atingir 86,6 ± 11,3% após 72 h.  

 
Figura 43. Perfil de liberação in vitro de HγTM04 de (●) CHQ-SDS e (●) H3TM04 livre em tampão 
pH 7,4 com dodecil sulfato de sódio a 0,5% (m/v) para atingir as condições Sink. Os resultados são 
mostrados como a média ± DP de pontos em triplicata e as linhas as linhas sólidas servem apenas como 
guia visual. 

 

 

De acordo com a literatura, a entrega controlada de um composto ativo é uma 

característica dos derivados de quitosana. Por exemplo, Zhang et al., relataram um perfil de 

liberação controlado em torno de 72 h para docetaxel em Nps de carboximetil quitosana 

(ZHANG et al., 2017). Resultados semelhantes foram relatados na liberação de DOX em Nps 

de CHQ, onde aproximadamente 60% do DOX foi liberado ao longo de 72 h. O perfil de 

liberação obtido neste estudo indica que as Nps de CHQ-SDS podem ser utilizadas para o 

fornecimento controlado de H3TM04 ou fármacos terapêuticos com estrutura molecular 

semelhante. A liberação controlada do fármaco ativo, é um fator muito importante no 

tratamento contra o câncer, pois uma liberação rápida poderia promover exposição sistêmica, 

levando efeitos colaterais (WANG et al., 2017). Esta situação é muitas vezes o motivo, da falha 

nas quimioterapias, uma vez que as concentrações do fármaco podem flutuar amplamente entre 

o nível sub-terapêutico e o nível tóxico do fármaco durante o tempo de administração, tornando 

necessário fornecer o composto ativo continuamente ao paciente. Além disso, os efeitos 

colaterais causados pelo fármaco livre, como a morte de células da medula óssea, podem proibir 
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a finalização do tratamento por parte do paciente. Por outro lado, na liberação controlada, a 

concentração do fármaco não apresenta essas flutuações, gerando efeitos benéficos como; 

menor quantidade de fármaco fornecido, menos efeitos colaterais e finalização do tratamento 

terapêutico por parte do paciente (UHRICH et al., 1999). 

A liberação do fármaco pode ocorrer por meio de um mecanismo complexo que 

envolve vários processos, como difusão de água na matriz polimérica, intumescimento do 

polímero, dissolução do fármaco, degradação e/ou erosão do polímero (KAMALY et al., 2016; 

LANGER, 1990). Para determinar a cinética associada e o mecanismo de liberação do 

H3TM04, os modelos de ordem zero, pseudo-primeira ordem, Higuichi e lei de potência foram 

aplicados aos dados de liberação do fármaco (DAS; KASOJU; BORA, 2010; MUHSIN et al., 

β016; TIǦLI AYDIN; PULAT, β01β). A Tabela 2 apresenta as constantes de liberação, 

expoente de liberação (n) e coeficientes de regressão linear (R2) dos modelos aplicados. 

O mecanismo envolvido na liberação do H3TM04 das Nps de CHQ-SDS foi 

governado pelo modelo de lei de potência (melhor ajuste, com R2=0,9991). A constante da 

velocidade de liberação aparente do modelo da lei de potência e o expoente de liberação (n) 

foram ͳ,ͶͶ × ͳͲ−ହ h-1 e 1,327, respectivamente. O baixo valor da constante de velocidade 

confirma que a liberação do H3TM04 ocorreu numa taxa lenta (MUHSIN et al., 2016). 

Os mecanismos associados à liberação do composto podem ser conhecidos a partir do 

valor do expoente de liberação (n): onde n=0,45 corresponde a um mecanismo de difusão 

Fickiana ou liberação controlada por difusão; n=0,45-0,89 corresponde ao transporte não-

Fickiano (difusão anômala) ou liberação controlada por difusão e erosão; n=0,89 refere-se a um 

mecanismo de caso II (determinado pelo relaxamento de polímero ou o processo de 

intumescimento; e n> 0,89 refere-se a um mecanismo de super caso II (transporte ou liberação 

do composto por erosão) (DAS; KASOJU; BORA, 2010; MUHSIN et al., 2016). Portanto, de 

acordo com os resultados do expoente de liberação, a liberação do H3TM04 nas Nps de CHQ-

SDS ocorre por meio de um mecanismo controlado por erosão.  
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Tabela 2. Parâmetros cinéticos da liberação de H3TM04 de nanopartículas de CHQ-SDS em 
tampão pH 7,4 com dodecil sulfato de sódio a 0,5% (m/v). 

Modelos matemáticos para cinética de liberação do H3TM04 

Ordem zero Pseudo-primeira Higuchi lei de potência 

k0 ሺͳͲ�−ଶ ℎ−ଵ ሻ 

 

R2 
k1 ሺͳͲ�−ଶ ℎ−ଵ ሻ 

R2 
kH ሺͳͲ�−ଶ ℎ−ଵ ሻ 

R2 
k ሺͳͲ�−ହ ℎ−ଵ ሻ 

R2 n 

1,224 0,9893 5,624 0,8405 1,060 0,8652 1,440 0,9901 1,327 

k0, k1, kH e k são as constantes de taxa de liberação aparente dos respectivos modelos 
matemáticos e n é o expoente de liberação do modelo da lei de potência. 

 

De acordo com o modelo da lei de potência, o mecanismo de liberação controlado pela 

erosão das Nps, depende de dois fatores: i) a difusão anômala não-Fickiana (isto é, uma difusão 

não diretamente proporcional ao gradiente de concentração) e ii) a erosão e desaglomeração das 

nanopartículas. A difusão anômala depende de vários fatores, como o grau de intumescimento, 

dissolução de cadeias poliméricas e alterações morfológicas na matriz polimérica (KAMALY 

et al., 2016; MU et al., 2016).  Ao mesmo tempo que acontece o intumescimento das 

nanopartículas, incrementa a concentração de água no particulado tornando pouco favoráveis 

as interações polímero-polímero, e levando à separação das cadeias poliméricas e à lenta 

desaglomeração da nanopartícula. Este mecanismo de entrega foi relatado para outros sistemas 

de biopolímeros, e é apropriado para entrega controlada de drogas devido à proteção do fármaco 

do microambiente fora da nanopartícula (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2017; KAMALY 

et al., 2016). 

 

3.3 Efeito citotóxico das nanopartículas de CHQ-SDS com H3TM04 frente às linhas 
celulares de leucemia  

 

Apesar de sua ampla aplicação, o SDS é considerado um surfactante tóxico, limitando 

seu uso nos campos farmacêuticos e biológicos (DONG et al., 2009). Ensaios de citotoxicidade 

são amplamente utilizados para avaliar a possível aplicação de Nps em sistemas biológicos 

(AMOOZGAR et al., 2012; WANG et al., 2015; ZHANG et al., 2017). A linhagem de células 

Jurkat foi utilizada para avaliar a citotoxicidade dos nanoagregados de CHQ, Nps de CHQ-SDS 

e SDS livre sem a presença de H3TM04. A Figura 44 apresenta os resultados de viabilidade 

celular das células Jurkat expostas a diferentes concentrações de CHQ (0 a 50 µg mL-1) e SDS 

(0 a 60 µmol L-1) por 24 h de incubação.  
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Os resultados evidenciaram que o SDS na concentração de 60 µmol L-1 é citotóxico 

para as células Jurkat, uma vez que reduziu significativamente a viabilidade celular quando é 

comparado com o grupo controle (*p≥0,05). No entanto, os nanoagregados de CHQ e as Nps 

de CHQ-SDS não são citotóxicos frente as células Jurkat nas concentrações testadas, uma vez 

que nenhum efeito notável na viabilidade celular foi observado e não houve diferença 

significativa com relação ao grupo de controle. Assim, as Nps de CHQ-SDS são biocompatíveis 

com as células Jurkat e podem ser aplicadas em ensaios biológicos. 

 

Figura 44. Citotoxicidade dos agregados de CHQ (Agg CHQ), nanopartículas de CHQ-SDS e SDS 
frente a linha celular de leucemia Jurkat por 24 h. Os resultados são a média ± DP de pelo menos 4 
experimentos independentes. *p≥0,05 em comparação aos grupos controle, usando um ANOVA, 
seguido do teste post-hoc de Bonferroni 

 

 

Calejo et al., demonstraram que a toxicidade dos surfactantes da lisina frente ás células 

HeLa é reduzida na presença de etil(hidroxietil) celulose devido à interação favorável entre o 

biopolímero e o surfactante, levando à formação de micelas mistas (CALEJO et al., 2013). 

Assim, os monômeros de surfactante encontram-se menos disponíveis para interagir com a 

membrana celular, diminuindo a toxicidade (CALEJO et al., 2013). Portanto, as Nps de CHQ-

SDS com  60 µmol L-1 de SDS não são tóxicas para as células Jurkat. Com base na interpretação 

descrita por Calejo et al., a forte interação CHQ-SDS, as moléculas de SDS encontram-se 
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menos disponíveis para interagir com a membrana celular, reduzindo a ocorrência de morte 

celular. A interação favorável CHQ-SDS foi relatada por Chamorro et al. (RENGIFO et al., 

2019), encontrando que a interação hidrofóbica entre o CHQ e o SDS promove a agregação e 

formação das Nps, diminui o raio hidrodinâmico e aumenta a estabilidade dos nanoagregados 

em solução aquosa. Assim, as Nps de CHQ-SDS podem ser aplicadas para controlar a entrega 

do H3TM04 em células leucêmicas na faixa de concentração testada. 

Com o objetivo de avaliar o efeito citotóxico do H3TM04 encapsulado nas CHQ-SDS-

H, foram realizados ensaios de MTT em dois tipos de linhas celulares de leucemia: Jurkat e K-

562 e de melanoma de camundongo B16F10. As células foram incubadas com as Nps de CHQ-

SDS em diferentes concentrações de H3TM04 (5 a 50 µmol L-1) por 24, 48 e 72 h (Figuras 45).  

 

Figura 45. Citotoxicidade de H3TM04 encapsulado nas nanopartículas de CHQ-SDS frente dois tipos 
de linha celular de leucemia: a) Jurkat, (b) K-562 (c) B16F10. Os resultados são a média ± DP de pelo 
menos 4 experimentos independentes. *p≥0,05; **p≥0,01; ***p≥0,001 em comparação aos grupos 
controle, usando um ANOVA, seguido do teste post-hoc de Bonferroni. 
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As Nps de CHQ-SDS-H induziram um efeito citotóxico em ambas as linhagens de 

células de leucemia e de melanoma, de maneira dependente da concentração e do tempo. Estes 

resultados permitiram calcular os valores de IC50 apresentados na Tabela 3 e compará-los com 

os valores de H3TM04 livre, reportados anteriormente por Stefanes et al (STEFANES et al., 

2019). 

 

Tabela 3. Valores de IC50 para H3TM04 livre e encapsulado nas Nps de CHQ-SDS frente às células 
K-562 e Jurkat, com tempos de encubação de 24, 48 e 72 h. 

Tempo 

de incubação (h) 

IC50 H3TM04 (µmol L-1)a IC50 H3TM04(µmol L-1)a 

Jurkat  K-562  Jurkat  K-562  

24 32,05 ± 1,06    30,77 ± 0,59 19,32 ± 1,01 31,78 ± 2,64 

48 16,19 ± 0,32    17,22 ± 0,60 15,53 ± 0,57 19,91 ± 1,45 

72 15,13 ± 1,05 15.65± 0,51  15,69 ± 0,98 12,26 ± 0,69 

 
    

 Células de camundongo B16F10 

 IC50 H3TM04(µmol L-1)a IC50 H3TM04(µmol L-1)a 

24 98,7 ± 1,6 45,8 ± 2,3 

48 72,7 ± 2,4 37,8 ± 2,4 

72 62,5 ± 1,3 31,5 ± 1,5 

aValores de IC50  reportados por  Stefanes et al (STEFANES et al., 2019)  

 

Os resultados de IC50 para o H3TM04 na forma livre e dentro das Nps de CHQ-SDS-

H contra ambas as células testadas são similares por 24, 48 e 72 h de incubação, exceto para as 

células Jurkat após 24 h e K-562 após 72 h incubação. No caso das células Jurkat, o IC50 para 

as Nps de CHQ-SDS-H é menor (19,32 ± 1,01 µmol L-1) em comparação com o composto livre 

(32,05 ± 1,06 µmol L-1), indicando que as Nps CHQ-SDS aumentam a citotoxicidade do 

H3TM04 em relação às células Jurkat. Além disso, considerando que menos de 30% do 

H3TM04 foi liberado das nanopartículas em tampão fosfato pH 7,4 ao longo de 24 h            

(Figura 43), a citotoxicidade do H3TM04 é maior quando está encapsulado. 

É importante ressaltar que para as células K-562, a maior diferença nos valores de IC50 

do composto livre (15,65 ± 0,51 µmol L-1) e o composto encapsulado (12,26 ± 0,69 µmol L-1) 

foi observada apenas após 72 h de incubação. Esta diferença entre os resultados obtidos para as 

duas linhagens celulares pode ser explicada pelas particularidades de cada tipo de célula. A 
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As células controle, quando estão marcadas com laranja de acridina, exibiram 

coloração verde e integridade dos núcleos celulares, indicando viabilidade celular. As células 

tratadas com Nps de CHQ-SDS-H por 24 h apresentaram alterações morfológicas quando 

comparadas com as células controle. Nas células verdes, a membrana encontra-se intacta, mas 

apresenta condensação da cromatina e fragmentação nuclear. As células marcadas com brometo 

de etídio (cor laranja/vermelho) perderam a integridade da membrana, sugerindo o mecanismo 

de apoptose como foi demonstrado por Natalia et al. (STEFANES et al., 2019)  ao usar o 

H3TM04 livre nestas linhagens celulares. Estes resultados permitem concluir que as Nps 

entregam ou liberam o composto ativo H3TM04 nas células Jurkat e K-562. 
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CAPÍTULO IV  

 

4  NANOFIBRAS DE PEO-QUITOSANA CONTENDO NANOPARTÍCULAS DE 
CARBOXIMETIL HEXANOIL QUITOSANA/DODECIL SULFATO CONTENDO A 
PIRAZOLINA H3TM04  

 

Neste capítulo, Nps de CHQ-SDS-H foram dispersas em Nfs de PEO-quitosana 

(PEOChNp) biodegradáveis. O nanomaterial foi formado por co-eletrospinning em solução 

aquosa. As propriedades estruturais e morfológicas das Nfs PEOChNp foram investigadas por 

FEG-SEM, TEM, AFM, FTIR, DSC e TGA. As Nfs PEOChNps mostraram uma estreita 

distribuição de tamanho (197,8 ± 4,1 nm) com distribuição homogênea das Nps no interior das 

Nfs. A liberação controlada do H3TM04 da dupla barreira (Nps/Nfs) acontece por mecanismos 

de difusão e erosão durante 120 h. Além disso, a taxa de transferência do H3TM04 através da 

epiderme (liberação ex vivo) também foi avaliada quando as Nfs de PEOChNp são utilizadas 

como carreador. Ensaios de citotoxicidade in vitro demonstraram que a incorporação do 

H3TM04 nas Nps aumenta o efeito citotóxico sobre células de melanoma B16F10. Estes 

resultados sugerem que as Nfs propostas podem ser usadas para liberação controlada de 

fármacos na quimioterapia local da pele. 
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As Nfs mostraram-se contínuas, sem beads, geometricamente uniformes e com 

superfície regular. O diâmetro médio das Nfs de PEOCh é de 157,1 ± 5,0 nm. A encapsulação 

do H3TM04 livre nas Nfs de PEOCh (PEOCh-H3) aumentou o valor médio da distribuição de 

tamanho em aproximadamente 2 nm (159,2 ± 5,8 nm, Figura 47e.); porém, está diferença não 

é estatisticamente significativa (p> 0,05). Por outro lado, a distribuição de diâmetro das Nfs 

PEOChNp apresentou um aumento considerável do diâmetro médio (197,8 ± 4,1 nm), 

sugerindo que as Nps foram incorporadas com sucesso nas Nfs. Imagens amplificadas de FEG-

SEM não mostraram diferenças morfológicas entre as três Nfs (Figura S1. Anexo D). Imagens 

de AFM confirmaram a morfologia cilíndrica das Nfs e evidenciaram a topografia dos 

nanomateriais (Figura 47 (g-i)). As Nfs mostraram uma rede contínua e tridimensional 

semelhante à matriz extracelular (Figura S2. Anexo D) (KENRY; LIM, 2017). O tamanho 

aparente das Nfs por AFM (600 a 1200 nm) foi superior aos valores obtidos por FEG-SEM, 

provavelmente devido ao efeito de colisão das fibras próximas. O perfil de AFM de uma Nf de 

PEOCh, quando comparado ao FEG-SEM da mesma amostra, mostrou que isto acontece pelo 

emaranhamento de várias Nfs (Figura S3. Anexo D). 

As Nfs de PEOChNp apresentaram uma superfície lisa e sem aglomeração de Nps, 

indicando que as Nps de CHQ-SDS-H não se acumulam em altas proporções na superfície das 

Nfs e exibem uma distribuição preferencial dentro das mesmas. Estes resultados foram 

comprovados por TEM (Figura 48c), onde as imagens obtidas mostraram que as Nps de CHQ-

SDS-H têm uma distribuição uniforme dentro das Nfs de PEOCh.  

As Nps apresentam morfologia esférica dentro das Nfs com tamanho médio de 32,6 ± 

1,2 nm (Figura 48d), e nenhuma Np fora das Nfs foi observada. No capítulo 2, foi reportado o 

diâmetro médio das Nps de CHQ-SDS-H fora das Nfs por TEM (70,1 ± 2,3 nm). O tipo de 

preparação das Nps pode explicar as diferenças de tamanho. Durante o processo de eletrofiação, 

as Nps foram comprimidas ou o baixo contraste das Nps dentro das Nfs não permitiu identificar 

exatamente a interface do material. Para nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que 

relata uma distribuição homogênea de Nps poliméricas dentro de Nfs poliméricas. As imagens 

de TEM das Nfs de PEOCh e PEOCh-H3 mostraram uma densidade uniforme, sugerindo uma 

estrutura homogênea, onde os unimeros de quitosana e as moléculas de H3TM04 estão 

distribuídas uniformemente pela matriz do PEO (Figuras 48a e 48b). A reprodutibilidade do 

material foi avaliada coletando amostras em diferentes tempos, entre 2 e 8 h, demonstrando que 

as Nps encontram-se distribuídas no nanomaterial (Figura S4. Anexo D). 
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3405 cm-1 corresponde ao alongamento N-H e O-H da quitosana. As bandas em 1341 e              

1096 cm-1 correspondem à deformação C-H dos grupos metila, e as vibrações de estiramento 

C-O-C do PEO, respectivamente (RENGIFO et al., 2019). 

A presença do H3TM04 nas Nfs PEOCh-H3 e PEOChNp não foi detectada por 

espectroscopia ATR-FTIR e/ou FTIR, o que pode ser atribuído à baixa concentração do 

composto na fase polimérica. 

Medidas de TGA das matérias-primas e das nanofibras foram realizas (Figura 49b). 

Para a quitosana, dois eventos de perda de massa na faixa de 60-113 ◦C e 261-590 ◦C foram 

observados. O primeiro evento de perda de massa ocorre pela evaporação da água aprisionada 

na quitosana, enquanto o segundo é atribuído à degradação das cadeias da quitosana e à 

formação de resíduo carbonoso (36%). Por outro lado, a perda de massa de PEO (95%) na faixa 

de 267-470 ◦C deve-se à sua decomposição, o qual já é relatado na literatura por Darbasizadeh 

et al. (DARBASIZADEH; MOTASADIZADEH; FOROUGHI-NIA, 2018). As Nfs mostraram 

os dois eventos característicos de perda de massa anteriormente atribuídos aos polímeros: 

degradação da quitosana (entre    265–380 ◦C) e PEO (entre 386–460 ◦C). Por outro lado, as Nfs                

(Tmax = 428,5 ◦C) foram mais estáveis do que os polímeros isoladamente (Tmax PEO = 424,2 ◦C 

e Tmax quitosana = 318,3 ◦C). A inclusão de Nps ou H3TM04 nas Nfs não resultou em nenhuma 

diferença relevante no perfil térmico. 

 O comportamento térmico das Nfs também foi avaliado por DSC (Figura 49c). O PEO 

exibiu um pico endotérmico em 57,24 oC atribuído à temperatura de fusão do polímero. Por sua 

vez, a quitosana, apresentou um pico endotérmico em 84,01oC, atribuído à evaporação da água 

aprisionada (também observada na análise de TGA). Nas Nfs, o ponto de fusão do PEO é 

aproximadamente o mesmo, indicando que não foram observadas alterações substanciais. 

 

4.2 Eficiência de encapsulação (% EENfs) e estudo de liberação in vitro do H3TM04  
 

O % EENfs de H3TM04 nas Nfs (PEOCh-H3, 84,11 ± 0,23%) foi superior ao % EENfs 

obtido para as Nps de CHQ-SDS-H dispersas nas Nfs (PEOChNp, 79,45 ± 0,48%). A 

metodologia utilizada para encapsular o H3TM04 e depois dispersá-lo nas Nfs teve mais etapas 

do que a dispersão do fármaco livre, o que justificaria o % EE obtido. O fato é que, comparando 
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com a literatura, a quantidade encapsulada é maior do que a usual para Nfs de quitosana (CHEN; 

HUANG, 2016; MENG et al., 2016). 

A liberação in vitro do composto a partir de PEOCh-H3 inicialmente teve um burst 

seguido da liberação de aproximadamente 80% do composto nas primeiras 24 h (Figura 50).  

 

Figura 50. Perfil de liberação in vitro de HγTM04 em (●) nanofibras PEOCh-Hγ e (●) nanofibras 
PEOChNp em tampão fosfato pH 7,4 com 0,5% (m/v) de SDS para atingir as condições Sink. Os 
resultados são apresentados como o valor médio ± DP de 3 experimentos independentes, as linhas 
solidas apenas servem como guia visual. 

 

Quando o composto encontra-se no sistema PEOChNp, o burst inicial foi menor e a 

liberação nas primeiras 24 h foi de apenas 20%. O burst inicial pode ser atribuído a moléculas 

de H3TM04 que já foram liberadas das Nps, no processo de eletrofiação, mas ainda 

permanecem aprisionadas nas Nfs. Após 132 h, 80% da quantidade total de H3TM04 

encapsulado foi liberado do sistema PEOChNp, enquanto, quase 100% foi liberado das Nfs 

PEOCh-H3. Estes resultados indicaram que o encapsulamento do composto nas Nps e 

previamente disperso nas Nfs foi capaz de proporcionar uma liberação lenta e contínua do 

composto ativo, o qual é desejável para sistemas de liberação controlada.  

Quatro modelos cinéticos (ordem zero, pseudo-primeira ordem, modelo de Higuichi e 

modelo lei de potência) foram considerados para avaliar o mecanismo de liberação do H3TM04 

das Nfs e os parâmetros cinéticos foram calculados ajustando os modelos aos dados 

experimentais (Figura S6. Anexo D). Os valores da constante de liberação, expoente de 

liberação (n) e coeficientes de regressão (R2) foram calculados separadamente (Tabela 4). O 

modelo de Higuichi mostrou o melhor ajuste para ambos os sistemas, mas a modelo lei de 

potência também ofereceu um bom ajuste. 
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Tabela 4. Parâmetros de liberação do H3TM04 nas Nfs de PEOCh-H3 e PEOChNp. 

 Modelos matemáticos   

 

 

Nfs 

 Ordem zero 
Pseudo-

primeira 
Higuichi lei de potência 

k0 ሺͳͲ�−ଷ ℎ−ଵ ሻ 

 

R2 
     k1 

 ሺͳͲ�−ଶ ℎ−ଵ ሻ R2 
kH ሺͳͲ�−ଶ ℎ−ଵ ሻ R2 

k ሺͳͲ�−ଶ ℎ−ଵ ሻ R2 n 

PEOCh-H3 4,86 0,8652 0,07 0,8112 10,54 0,9778        26,71 0,9767 0,95 

PEOChNp 6,04 0,9856 1,66 0,8718 6,50 0,9966 4,59 0,9820 0,58 

k0, k1 “kH” e “k” representa as constantes aparentes de liberação respectivas para cada modelo 
matemático, e n é a constante de liberação do modelo lei de potência. 

O modelo lei de potência supõe que a difusão do composto da matriz polimérica 

acontece somente num único plano da matriz (DARBASIZADEH; MOTASADIZADEH; 

FOROUGHI-NIA, 2018). O valor, n = 0,95 foi obtido para as Nfs PEOChH3, indicando que a 

liberação H3TM04 foi controlada pela erosão das Nfs poliméricas. No processo de erosão, o 

intumescimento, a difusão do composto e a degradação do polímero também devem acontecer 

e afetar o processo de liberação.  

Nanosistemas de polímeros hidrofílicos, como PEO e quitosana, absorvem água 

promovendo o intumescimento e a liberação inicial do composto na interface das nanofibras 

(liberação inicial, burst). Subsequentemente, a superfície é corroída, seguida por uma difusão 

contínua e controlada do H3TM04 (Figura 50). Um perfil semelhante foi encontrado na entrega 

de cloridrato de ranitidina a partir de Nfs de quitosana/PEO em pH 6,8 (DARBASIZADEH; 

MOTASADIZADEH; FOROUGHI-NIA, 2018). Para o PEOChNp, o melhor ajuste dos dados 

experimentais foi obtido com modelo de Higuichi, que assume que a liberação do composto 

ocorre por um mecanismo de difusão Fickiana, assim como  também: i) A quantidade de 

H3TM04 nas Nfs é maior que a solubilidade do H3TM04 no meio de liberação, ii) As Nfs são 

muito maiores do que as moléculas H3TM04, iii) O H3TM04 difunde a uma taxa constante 

(proporcional ao gradiente de concentração) e, iv) A liberação é limitada pelas condições Sink 

do sistema (CHEN; HUANG, 2016). Por outro lado, os dados experimentais também 

apresentam uma boa correlação com o modelo lei de potência, indicando uma difusão anômala 

não-Fickiana. Este resultado oposto, pode ser explicado pelo burst inicial (um fenômeno não 
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abordado por qualquer um dos modelos aplicados), sendo assim uma mistura de mecanismos, 

tanto Fickiano quanto não-Fickianos. Portanto, a complexidade da dupla barreira de liberação 

(Nps/Nfs) máscara o mecanismo real de liberação de composto ativo. 

 

4.3 Estudo de permeação de pele humana ex vivo 
 

O estudo de permeação cutânea foi realizado para avaliar o efeito das Nps e Nfs na 

permeação do H3TM04 através das camadas de pele humana. A quantidade de H3TM04 

permeada foi avaliada a partir de uma solução de propilenoglicol (H3TM04 livre) e da 

suspensão das Nps CHQ-SDS-H. Após 7 h, o H3TM04 não foi detectado no fluído receptor; 

no entanto, foi quantificado na pele tratada com Nps (Figura 51a). 

A alta massa molar do H3TM04 (408,17 gmol-1) provavelmente dificultou a 

permeação/retenção na pele quando é aplicado na solução de propilenoglicol (IQBAL et al., 

2018). As Nps, por sua vez, aumentaram a retenção do H3TM04 em ambas as camadas da pele 

(derme e epiderme). Estudos de literatura têm relatado um aumento na permeação cutânea de 

moléculas quando elas são incorporadas em nanocarreadores (KHAN et al., 2015; PALMER; 

DELOUISE, 2016). Características de Nps, tais como composição, tamanho, forma e eficiência 

de encapsulação de fármacos estão frequentemente relacionadas com o grau de permeação. 

Estes sistemas podem aumentar a permeabilidade da pele, principalmente aumentando a 

solubilização do fármaco, dividindo o fármaco nas camadas da pele e/ou proporcionando uma 

fluidez dos lípidos da pele (PROW et al., 2011). 

Em relação aos resultados de retenção de pele, foi encontrada uma maior quantidade 

de H3TM04 na epiderme (3,08 ± 0,67 µg/cm2) em relação à derme (1,60 ± 0,32 µg/cm2) quando 

se utilizam as nanopartículas CHQ-SDS-H como carreador da pirazolina. Esses resultados 

podem estar relacionados à hidrofobicidade do composto ativo, levando a uma maior afinidade 

pela epiderme, que é a camada mais lipofílica da pele (PATHAK; THASSU, 2015; PROW et 

al., 2011). Experimentos de microscopia de fluorescência confirmaram os resultados analíticos. 

As imagens mostraram uma maior distribuição de fluorescência através da pele tratada com 

Nps (Figura 51b). Além disso, a pele não tratada e a pele tratada com H3TM04 em solução de 

propilenoglicol mostraram uma intensidade de fluorescência semelhante à pele (não foi 

detectado o composto). A intensidade de fluorescência das amostras de pele tratadas com Nps 

e Nfs foi superior à da pele tratada com H3TM04 livre, particularmente na camada mais externa 

da pele (estrato córneo) (PROW et al., 2011). 
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CAPÍTULO V 

 

5 CONCLUSÕES GERAIS 
 

No capítulo 2, foi descrita uma forma promissora de produzir nanoagregados de CHQ-

SDS estáveis em solução aquosa. Agregados de CHQ apresentaram uma ampla distribuição de 

tamanho, sendo instáveis em tampão pH 7,4. Onde o RH
agg aumenta com a concentração de 

CHQ, devido a processos de auto-organização das cadeias anfifílicas do biopolímero. A adição 

de SDS aumentou a estabilidade cinética e estreitou a distribuição de tamanho, dando à 

formação de nanoagregados de CHQ-SDS. O processo de associação é termodinamicamente 

espontâneo, com uma variação da entalpia negativa associada à formação dos agregados. 

Indicando, que a formação do complexo polímero-surfactante se deve à interação hidrofóbica 

cooperativa entre o SDS e os grupos hidrofóbicos da CHQ. Assim, o método descrito é viável 

para obtenção de nanoagregados de CHQ-SDS cineticamente estáveis em solução aquosa.   

Aproveitando o conhecimento físico-químico da interação e formação dos 

nanoagregados de CHQ e SDS, Nps com morfologia esférica foram formadas e caracterizadas 

(CHQ-SDS) e aplicadas na encapsulação da pirazolina H3TM04. O SDS aumentou os domínios 

hidrofóbicos dentro das Nps promovendo uma alta capacidade de encapsulação do H3TM04 

(96,8%). As Nps CHQ-SDS-H forneceram uma liberação controlada do H3TM04 através de 

um mecanismo controlado por erosão. Os ensaios de citotoxicidade mostraram que os 

agregados de CHQ e as Nps de CHQ-SDS são biocompatíveis e não-tóxicas. Além disso, o 

encapsulamento de H3TM04 nas Nps de CHQ-SDS diminuiu o IC50 para células de leucemia 

Jurkat e K-562 após 24 e 72 h de incubação, respectivamente. Estes resultados demonstram que 

as Nps de CHQ-SDS são um sistema promissor para a liberação de fármacos derivados da 

pirazolina e/ou compostos hidrofóbicos. 

As Nps de CHQ-SDS-H foram dispersas em Nfs de PEO-quitosana para obter um novo 

nanomaterial de liberação controlada de fármacos por dupla barreira polimérica. Este foi 

formado pela eletrofiação da blenda polimérica, sendo um método simples e de baixo custo. 

Nps intactas contendo H3TM04 foram incorporadas com sucesso nas Nfs de PEOCh sem 

evidência de aglomeração do particulado. As Nps incrementaram o diâmetro médio da Nfs 

(197,8 ± 4,1 nm) e a hidrofobicidade da superfície das Nfs. A liberação in vitro do H3TM04 

pela dupla barreira mostrou uma liberação inicial (burst) seguida de uma liberação lenta, 

sustentada e contínua até 120 h. As Nps diminuíram os valores de IC50 em aproximadamente 
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50% quando comparadas com o H3TM04 livre frente a células de melanoma. Em estudos de 

permeação cutânea ex vivo, o H3TM04 livre não foi detectado no fluido receptor ou nas 

camadas da pele. No entanto, quando o composto foi encapsulado nas Nps, foi encontrado nas 

camadas da epiderme (3,08 ± 0,67 µg/cm2) e da derme (1,60 ± 0,32 µg/cm2). Análises por 

microscopia de fluorescência demonstraram que as Nfs PEOChNp têm a capacidade de entregar 

o H3TM04 na pele humana, acumulando-se principalmente no estrato córneo (epiderme). Em 

resumo, este estudo indicou um método para assegurar a entrega controlada e sustentada de 

H3TM04, com potencial de aplicação do PEOChNp na quimioterapia local. 

Por último, acreditamos que os resultados obtidos nesta pesquisa servirão como base 

e incentivo de um novo campo de pesquisa, como é a formação e aplicação de nanomateriais 

de dupla barreiras poliméricas para a liberação controlada de compostos ativos. A combinação 

de inúmeros agregados poliméricos daria a formação de novos nanomateriais a serem testados, 

e com novas características físico-químicas a serem avaliadas. Além disso, estes nanomateriais 

podem ser aplicados em inúmeras áreas de pesquisa, na qual seja necessário um processo de 

liberação controlado, sendo este o principal motivo para desenvolver este campo de trabalho.  
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ANEXO A  

 

Procedimento da síntese de H3TM04 

 

A pirazolina foi sintetizada a partir de 3,4,5-trimetoxifenil-calcona através de uma 

condensação aldólica de 3,4,5-trimetoxifenilfenona com naftaldeído à temperatura ambiente 

durante     24 h. Obteve-se a 3,4-trimetoxifenil-calcona por filtração no vácuo e recristalizou-se 

em acetato de etilo. A chalcona foi refluxada com hidrato de hidrazina e ácido acético por 6 h. 

A solução foi então neutralizada com solução de bicarbonato de sódio. O H3TM04 foi obtido 

por filtração no vácuo e recristalizado em acetato de etilo. A estrutura foi identificada com base 

no ponto de fusão, espectrometria de massa de alta resolução (HRMS), ressonância magnética 

nuclear (RMN) 1H e 13C, e análise elementar, a caracterização do composto foi reportado por 

Stefanes et al. 

O H3TM04 apresentou um rendimento de 59% e um ponto de fusão na faixa de 169,3-

171,6 oC. 
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ANEXO B 

 
Figura S1.  Efeito da concentração de CHQ sobre (a) Função de autocorrelação de DLS g(1)

(q,t) e (b) 
Distribuição de tempo de decaimento A(τ) no ângulo de espalhamento de θ = 90° e 298,15 K.  
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Figura S2.  Dependência da taxa de relaxação Γ versus q2 para o modo lento de diferentes concentrações 
de CHQ em solução aquosa (a) 0,05 mg mL-1, b) 0,1 mg mL-1 , c) 0,2 mg mL-1 e d) 0,4 mg mL-1), a 
diferentes ângulos de espalhamento (variando de  30° até 140°) e 298,15 K. As linhas vermelhas 
correspondem ao ajuste linear com coeficientes de correlação maior que 0,996. 
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Figura S3. Variação do coeficiente de difusão real dos nanoagregados em função da concentração de 
CHQ (0,05 mg mL-1 - 0.4 mg mL-1) em solução aquosa a 298,15 K.  
 

 

 

Figura S4. Distribuição de tamanho A(RH) de 0,05 mg mL-1 CHQ com (○) 0 h e (●) β4 h de formação 
em solução aquosa no Angulo de espalhamento θ = λ0° e βλκ,15 K. O gráfico interior apresenta a 
amplificação de 0 até 250 nm. 
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Figura S5.  (a,b e c) Imagens de TEM de 0,05 mg mL-1 CHQ. 

  

 

Figura S6. Potência em função do tempo para adições de (10 µL) de 19 mmol L−1 SDS em 2,7 mL de 
a) tampão 7,4 e b) 0.05 mg mL-1 CHQ em tampão 7,4 a 298,15 K. 
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Figura S7. Dependência da taxa de relaxação Γ versus q2 para o modo lento de 0,05 mg mL-1 CHQ com 
diferentes concentrações de SDS em solução aquosa (a) 0,0 mmol L-1, b) 0,5  mmol L-1, c) 1,0 mmol L-

1, d) 2,0 mmol L-1, e)  4,0 mmol L-1 e f) 6,0 mmol L-1), a diferentes ângulos de espalhamento  (variando 
de  30° até 140°) e 298,15 K. As linhas vermelhas correspondem ao ajuste linear com coeficientes de 
correlação maior que 0,996, com exceção do sistema A (R=0,987). 
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ANEXO C 

 

O grau de ionização do surfactante em no complexo SDS-CHQ (α1) e nas micelas de 

SDS (α2) são calculados usando as equações A.1 e A.2. 

ଵߙ = ܵଶܵଵ 
(A.1) 

ଵߙ = ܵଷܵଶ 
(A.2) 

 

Onde S1, S2 e S3 são as inclinações das regiões de preagregação, premicelar e 

posmicellar no plote da conductivide em função da concentração de SDS.  

A variação da energia livre de Gibss de agregação do surfactante e o polímero  (∆Gୡୟୡ୭ ), 

a variação da energia livre de Gibss da saturação energética da interface com o surfactante 

(∆G୮ୱ୮୭ ) e a variação da energia livre de Gibss da interação polímero-surfactante  (∆G୮ୱ୭ ) são 

calculados utilizando as equações A.3, A.4 e A.5. ∆ܩ௖௔௖௢ = ሺʹ − αଵሻܴ݈ܶ݊ ܥ௖௔௖ (A.3) ∆ܩ௣௦௣௢ = ሺʹ − αଶሻܴ݈ܶ݊ ܥ௣௦௣ (A.4) ∆ܩ௣௦௣௢ = ሺʹ − αଶሻܴ݈ܶ݊ ܥ௖௠௖ (A.5) ∆∆Gୟ୥୥୭ = ௖௔௖௢ܩ∆ − ௖௠௖௢ܩ∆  (A.6) 

 

Onde R é a constante universal dos gases, T é a temperatura absoluta, αଵ é o grau de 

ionização do surfactante no complexo SDS-CHQ, αଶ é o grau de ionização do surfactante nas 

micelas de SDS, ܥ௖௔௖ é a concentração crítica de agregação entre o SDS e CHQ e ܥ௣௦௣ é a 

concentração crítica de agregação do SDS em presença de CHQ.  

A variação da entalpia integral pela formação dos agregados pode ser calculada pela 

equação A.7 

௔௚௚ܪ∆ = [∑ ௢௕௦ݍ − �௤೏೐೘೔೎+ௗ�௟�௡೔೙ೕ − ௬ܸ. ሺܿ݉ܿሻ ] 
(A.7) 
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Onde Y é o número de injeções igual PSP (em cada injeção foi adicionado ninj moles 

de surfactante) para obter um volume total VY.  ∑ q୭ୠୱ é a energia total medida e Y୯ౚ౛miౙ+ୢil  é 

a energia de desmicelização y dilução.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



132 

 

ANEXO D 

 

Figura S1. Imagens de FEG-SEM de nanofibras (a,d) PEOCh, (b,e) PEOCh-H3, (c, f) PEOChNp com 

x20.000 (a-c) e x100.000 (d-f) o tamanho original.  

 

   

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) (b) (c) 

(d) (e) (f) 
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Figura S6. Cinética de liberação do H3TM04 de (a, b) orden zero, (c, d) pseudo-primeiro orden (e,f) 
Higuchi e (g,h) lei de potência para as nanofibras (a, c, e, g) PEOCh-H3 e (b, d, f, h) PEOChNp. 
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