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RESUMO

Recentes avancos no desenvolvimento de nanomateriais, permitiram sua aplicacdo na
liberac@o controlada de farmacos para o tratamento local contra o cancer. Porém, apesar dos
inimeros sistemas reportados nesta darea, a baixa taxa de acumulacdo dos nanomateriais no
sistema bioldgico, continua sendo um desafio. Nanoparticulas (Nps) poliméricas
homogeneamente distribuidas em nanofibras poliméricas (Nfs) formadas por eletrospinning,
sdo uma alternativa para superar estes desafios. Assim, nesta Tese de doutorado desenvolveu-
se um novo nanomaterial pela dispersdo de Nps de carboximetil hexanoil quitosana/dodecil
sulfato (CHQ-SDS) em nanofibras de PEO/quitosana (PEOCh-H3). O nanomaterial foi
aplicado na liberacdo controlada da pirazolina (H3TMO04) com atividade contra leucemia e
cancer de pele (melanoma). A teses foi desenvolvida em 3 etapas: i) Um estudo fundamental,
para compreender o processo de interacdo e formacdo dos nanoagregados CHQ-SDS.
ii) Formacgdo de Nps de CHQ-SDS, aplicadas na encapsulacao e liberacao in vitro do H3TM04
em células leucémicas. ii1) A formacdo de PEOCh-H3 por eletrospinner, aplicado na liberagao
in vitro e ex vivo do H3TM04 em células de melanoma e pele humana, respetivamente. A
formacao dos nanoagregados de CHQ-SDS acontece por auto-montagem hidrofobico entre as
duas espécies, sendo um processo termodinamicamente favoravel. Por outro lado, a presenca
de SDS diminui o raio hidrodindmico e a carga superficial dos nanoagregados, incrementando
a estabilidade coloidal em solu¢do aquosa por um periodo de até 150 dias. As Nps de CHQ-
SDS com morfologia esférica foram formadas em pH 7,4 e caracterizadas por espalhamento de
luz dindmico (DLS), microscopia de transmissdo eletronica (MET) e potencial zeta. A
eficiéncia de encapsulacdo do H3TMO04 foi de 96% com raio hidrodindmico médio de 83,9 +
1,2 nm. Os resultados de liberacdo in vitro demostraram que o processo de liberacdo do
composto ativo acontece pela erosdo do nanoparticulado, diminuindo a concentracao inibitdria
50% para células de leucemia (Jukat e K-562). Finalmente, as Nfs PEOCh-H3 foram formadas
e caracterizadas por analises térmicas e microscéopicas. As Nps foram evidenciadas dentro das
Nfs por TEM. Estudos in vitro demostraram que o processo de liberagdo do H3TMO04 acontece
pela difusdo e erosdo do nanomaterial durante 120 h. Por outro lado, o nanoparticulado na Nfs
incrementou a acumulacdo do composto ativo na epidermes (ensaio de liberacdo ex vivo em
pele humana), como também, incrementou em 50% o efeito citotéxico do H3TMO04 frente
células de melanoma. Sendo assim, esta dupla barreira de liberacao (Nfs/Nps) é um promissor
candidato na liberacdo controlada de farmacos, para incrementar a taxa de acumulacdo do
composto ativo e do nanomaterial no sistema biolégico.

Palavras-chave: Cancer de pele. Eletrospinning. Leucemia. liberacdo controlada.
Nanofibras. Nanoparticulas. 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 (H3TMO04),
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. i1) 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
H3TMO04 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 H3TMO04 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 H3TMO04 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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CAPITULO I

1 INTRODUCAO

A nanomedicina € um campo de pesquisa interdisciplinar que engloba vérias areas da
ciéncia como quimica, medicina, farmécia, fisica, biologia e engenharias, e baseia-se na criagdo
e aplicacdo médica de materiais em escala nanométricas (CHEN et al., 2016). Atualmente, a
liberacdo controlada de farmacos na quimioterapia local é um dos campos de maior desafio na
ciéncia dos nanomateriais. Materiais desenvolvidos neste campo, devem apresentar
caracteristicas tais como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade, e
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas conhecidas (CHEN et al., 2016; MOLINA et al.,
2015).

Nanoparticulas (Nps) e nanofibras (Nfs) poliméricas na faixa de 10 — 500 nm, como
carreadora de farmacos, tem sido desenvolvido com vista a melhora da solubilidade,
estabilidade, biocompatibilidade, perfil de liberacao, apresentando também propriedades fisico-
quimicas adequadas para garantir sucesso na entrega do fairmaco na regido tumoral (CHEN et
al., 2016). Porém, na interacdo do nanomaterial-sistema bioldgico, diversos desafios precisam
ser atingidos. Como: via de a¢do, taxa de permanéncia e acumulacdo do firmaco no sistema
tumoral, e taxa de transferéncia do composto ativo, sdo de vital interesse. Nanoparticulas (Nps)
homogeneamente distribuidas em matrizes poliméricas como nanofibras poliméricas, sio
consideradas uma alternativa para superar estes desafios.

Quitosana, por exemplo, é um polissacarideo utilizado no preparo de Nps e apresenta
uma estrutura quimica modificavel, o que possibilita melhorar importantes propriedades fisico-
quimicas das Nps, como solubilidade em 4gua, seletividade bioquimica e incrementar sua bio-
aplicacdo. Além disso, este material mascara propriedades organolépticas dos farmacos (como
gosto, odor e cor) facilitando sua ingestao (VIJAY KUMAR THAKUR AND MANIJU
KUMAR THAKUR, 2014). Nos ultimos 20 anos, um progresso notdvel na sintese e aplicacao
de Nps de quitosana na encapsulacdo e liberacdo controlada de firmacos antitumorais for
observado, com o propdsito de aumentar a efici€éncia e reduzir os efeitos colaterais em

comparagdo aos métodos convencionais como a quimioterapia. Porém, estes sistemas
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apresentam multiplos obstdculos, principalmente, instabilidade fisico-quimica, limitando os
processos de endocitose e liberagdo controlada do farmaco 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 citotoxico da pirazolina H3TMO04 frente cancer de
pele e leucemia. Primeiramente, serd realizo um estudo fundamental da interacdo de
dodecilsulfato de sédio (SDS) com carboximetil-hexanoil-quitosana (CHQ). O SDS é um
surfactante modelo amplamente utilizado na literatura, j4 que se conhecem suas propriedades
fisico-quimicas e comportamento em solucdo aquosa. O estudo de interagdo permitird modular
as propriedades fisico-quimicas e o controle das nanoestruturas formadas. Para assim, avaliar o
potencial cientifico e tecnoldgico associado este sistema. Como também procura-se aplicar
estas nanoestruturas na encapsulacao e liberacao in vitro da pirazolina H3TMO04 com atividade
contra leucemia e cancer de pele.

As nanoparticulas de CHQ e SDS formadas, serdo utilizadas para formar um novo
nanodispositivo de liberacdo controlada pela dispersdo de este sistema coloidal contendo o
composto ativo em nanofibras de Poli(6xido de etileno) (PEO)/quitosana por eletrospinning,
visualizando a formacdo de um novo nanomaterial com possivel aplicacdo na liberacdo
controlada do H3TMO04 para o tratamento do cincer de pele humana. Com o proposito de
fornecer uma base tedrica do trabalho, a seguir serd exposta uma revisao da literatura abordando
alguns topicos essenciais como caracteristicas do cancer, a quitosana e a interagdo

polissacarideos — surfactantes.

1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 O cancer

O cancer é um grupo de doencas caracterizado pela multiplicacdo descontrolada de
células do organismo. As células afetadas perdem o controle do mecanismo da reproducgdo
celular, o qual normalmente é causado por uma alteracdo do material biologico (DNA)
(BANDGAR et al., 2010). Este grupo de doencas é uma problemdtica para a populacdo
mundial. No ano 2016 causou aproximadamente 600,000 mortes s6 nos Estados Unidos
(BANDGAR et al., 2010). Por outro lado, de acordo com a mais recente revisao estatistica da

Organiza¢ao Mundial da Saide (OMS) no documento World Cancer Report 2014, espera-se

para o ano 2025, mais de 20 milhdes de novos casos de cancer no mundo, onde 80% (16
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milhdes) acontecerdo em paises em desenvolvimento (STEWART, BERNARD W, WILD,
2014). No Brasil, O Instituto Nacional Cancer do Brasil (INCA) reportou que para o bi€nio
2016 — 2017 aconteceram cerca de 600 mil novos casos de cancer, destes 180 mil casos sdo de
cancer de pele (STEWART, BERNARD W, WILD, 2014).

O cancer € classificado de acordo com a origem e formacao da célula tumoral primaéria,
havendo cinco tipos de cancer: i) Carcinoma, origina-se na pele ou em tecidos que cobrem os
orgaos internos. ii) Sarcoma, origina-se na gordura, muisculo, ossos e cartilagens. 1i1)
Leucemia, inicia-se nos tecidos de formacdo do sangue como a medula dssea. iv) Linfoma,
origina-se no sistema imune. E por dltimo, v) Sistema nervoso, origina-se nos tecidos cerebrais
e a medula espinhal (ALTEI, 2014).

O crescimento das células cancerigenas leva a formacdo de tecidos tumorais. Estes
podem ser classificados em tumores benignos que se desenvolvem em uma regido sem invadir
outros tecidos, ou malignos, quando as células sdo capazes de migrar para outros tecidos
promovendo a formacdo de tumores secunddrios, sendo este processo de migragdo é
denominado metastase (ALTEI 2014).

Os tratamentos utilizados para o céncer normalmente baseia-se na cirurgia,
radioterapia e na quimioterapia (uso de firmacos). A quimioterapia baseia-se na destruicao das
células tumorais, no entanto, a maioria dos farmacos nido sdo seletivos a células tumorais,
afetando também o funcionamento das células sadias o que leva a problemas de toxicidade
(SHIN et al., 2016).

A Figura 1 monstra as diferentes etapas do ciclo celular. Este inicia com a fase Gi,
onde hd um aumento do tamanho da célula para replicar o dcido desoxirribonucleico (DNA) na
sintese S. Logo, na etapa G 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 sdao
detectados e reparados pelos DNA. No entanto, em células cancerigenas nao hé eficiéncia nos
mecanismo de auto-reparacao provocando anormalidade do ciclo celular (DE ALMEIDA et al.,

2005).
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Figura 1. Etapas do ciclo celular.

Citocinese

Mitose

Cromossomas

G,

Reparo DNA S Replicagao DNA

Fonte: Adaptada da literatura (DE ALMEIDA et al., 2005).

Em todas as células do corpo humano existem duas proteinas esféricas similares, a
e f tubulinas, com massa molar de aproximadamente 50 kDa. Estas proteinas formam a — f§
heterodimeros, seguido de um processo de polimerizacdo na célula para formar microtibulos,
0s quais tém uma ativa participagdo no processo de mitose. A participagdo dos microttibulos
acontece na primeira etapa da mitose, na préfase, onde ocorre a condensac¢ido dos cromossomas
e a desintegragdo do nucléolo, seguido da formacdo do fuso mitético do citoesqueleto. Os
cromossomas que antes encontravam-se sem orientacdo, unem-se ao fuso mitotico e grupam-
se na regido central da célula. Portanto, agentes que interferem na dindmica da tubulina podem
agir como inibidores da divisdo celular. Estes tipos de compostos ativos sdo denominados
agentes antimicrotubulares (JORDAN et al., 1998).

Jordan et al., classificaram os agentes antimicrotubulares pelo sitio de ligagdo nas a e
B tubilinas: 1) sitio de ligacdo colchicina, ii) sitio de ligacdo do alcaldide vinca; iii) sitio de
ligacdo rizoxina / maitansina; iv) sitio de ligagdo da sulfidrila na tubulina; e v) sitios de liga¢do
desconhecidos. Este documento focard em descrever os compostos do sitio de ligacdo
colchicina (JORDAN et al., 1998). O nome deste grupo € derivado da colchicina (Figura 2a), o
qual foi o primeiro fdrmaco antimitético estudado e caracteriza-se pela presenca do grupo 3,4,5-
trimetoxifenila em sua estrutura. Este ¢ um alcaldide e cldssico agente antimicrotubular que

liga-se na tubulina e atualmente € utilizado no tratamento da gota. A colchicina provoca

mudancas conformacionais na estrutura secundaria da a-tubulina, inibindo o processo de
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polimerizacdo. Além disso, por meio de interacdes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio
promove a desnaturacdo parcial da f—tubulina impedindo a formag¢ao dos microtibulos. Porém,
a colchicina apresenta alta toxicidade e logo, tem-se feito um esfor¢o cientifico para encontrar
homdélogos que ndo apresentem esse problema, como chalconas e pirazolinas (FINKELSTEIN

et al., 2010).

Figura 2. Estrutura molecular de: a) Colchicina, b) Chalconas, ¢) Pirazolinas.

(a) (b) (c)

Fonte: O autor.

As chalconas sdo cetonas o,B-insaturadas onde tanto a carbonila quanto a porgdo
oleofinica estdo ligadas a grupos aromdticos (Figura 2b). Estes sdo derivados dos flavonodides
e sdo caracterizadas por apresentar uma ampla aplicagdo bioldgica, especialmente como agentes
antimicrotubulares (JORDAN et al., 1998). Chalconas 2,5-dimetoxifenila e 37,4°,5-
trimetoxichalconas sdo descritas como potentes agentes citotoxicos frente ao cincer de pele e
leucemia (BANDGAR et al., 2010; ORLIKOVA et al., 2011). Além disso, estudos sob tumor
animal mostram que as chalconas podem ser até 300 vezes mais potentes em impedir a
reproducio celular que a colchicina (JORDAN et al., 1998).

Por outro lado, as pirazolinas sdo heterociclicos ndo aromaticos pertencentes a familia
1,2-az6is. Sua estrutura € formada por dois dtomos de nitrogénio adjacentes e trés dtomos de
carbono (Figura 2c). Esta familia de compostos caracteriza-se por ter ampla atividade bioldgica
como antitumoral, antimicrobiana anti-inflamatério, antioxidante e propriedades
anticancerigenas (SHAABAN; MAYHOUB; FARAG, 2012; SHIN et al., 2016). Baseados nos
conceitos descritos, o grupo de pesquisa Laboratério de Sintese e Estrutura-Atividade (LSEA)
dirigido pelo professor Dr. Ricardo José Nunes realizou a sintese de pirazolinas a partir de

chalconas com grupos 3°,4°,5’-trimetoxichalconas por adi¢do 1,4 de Michael (Figura 3), com o
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objetivo de obter novos compostos com atividade anticancerigena, os quais teriam as
propriedades de agente antimicrotubulares das chalconas e as propriedades bioldgicas das
pirazolinas. De acordo aos ensaios citotéxicos in vitro frente células de leucemia e de pele
humana, a pirazolina H3TMO04 (Figura 3) apresentou o maior potencial citotoxico da série de
pirazolinas sintetizada pelo LSEA (STEFANES et al., 2019), e por este motivo foi utilizada

neste trabalho.

Figura 3. Sintese da pirazolina H3TMO04 a partir de 3°,4",5 -trimetoxichalconas.
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Fonte: O autor.

No entanto, no tratamento contra o cincer, a efetividade de muitos farmacos utilizados
na quimioterapia € limitada por sua capacidade de atingir o sitio de agdo terapéutica (JORDAN
et al., 1998; ORLIKOVA et al., 2011). Na maioria das situagdes apenas uma pequena dose do
farmaco administrado atinge o sitio de acdo e o restante do firmaco € distribuido no organismo
de acordo com suas propriedades fisico-quimicas. Isto requer a utilizacdo de altas doses dos
farmacos que consequentemente incrementa o nivel de toxicidade do agente antitumoral
(RAMASAMY etal., 2017). Nos tltimos anos, a nanotecnologia tem-se focado em desenvolver
Nps como carreadores de farmacos para otimizar o subministro e superar os principais

inconvenientes do tratamento contra o cancer.

1.1.2 Nanocarreadores de farmacos

Na atualidade ndo existe uma estrita defini¢do de Nps, principalmente porque existem
diferentes organizacdes desenvolvendo pesquisas com nanotecnologia € ndo ha total consenso
nas defini¢cdes propostas. Por exemplo, a Encyclopedia of Pharmaceutical Technology define
Nps como material que se encontra na faixa de tamanhos de 1 - 1000 nm (SWARBRICK, 2018).
Esta defini¢do € respaldada pela comunidade europeia, entretanto, o documento Scientific
Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks (SCENIHR) as Nps sdo divididas

em (rés categorias: 1) categoria 1, com tamanho maiores de 500 nm, ii) categoria 2, com
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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
dimensdes menores de 100 nm . Nesta escala, estes materiais sdo dificeis de produzir, mas
apresentam propriedades diferentes ao material em estado macroscopico.

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a nanomedicina surgiu como nova
ferramenta, gerando um estagio de novas aplicacdes na medicina. O transporte e liberacao de
farmacos de forma especifica e controlada é o campo de maior desenvolvimento. Na atualidade,
foca-se em desenvolver aplicagdes utilizando nanomateriais por vias ndo invasivas (oral, nasal,
ocular e tépica) (ZHANG et al., 2016).

Dentre os carreadores mais estudados para o transporte de farmacos, encontram-se os
lipossomas e as Nps poliméricas. Os lipossomas (formado pela auto-agreagacdo de
fosfolipidios) apresentam algumas limitacdes como baixa estabilidade, dificil reproducado de
tamanho e baixa eficdcia de encapsulacdo do farmaco (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 basicos de Nps poliméricas: as nanoesferas e as nanocdpsulas
(Figura 4). As primeiras apresentam uma estrutura matricial e a encapsulacdo do farmaco
acontece pela sua adsor¢@o sobre a superficie e/ou dispersdo na matriz polimérica (Figura 4).
As nanocdpsulas possuem uma parede polimérica e um interior oco ou um nicleo oleoso,
permitindo assim encapsular o formaco no nucleo ou na parede polimérica (SCHAFFAZICK
et al., 2003). Porém testes in vitro de Nps em células cancerosas tém demonstrado que ndo ha
um sistema ideal de Nps, visto que o processo de liberacdo do farmaco dentro da célula alvo
depende de muitos fatores e/ou caracteristicas que afeitam a interagao célula — Np (CHO et al.,
2008; MU et al., 2016).

A membrana plasmatica € 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 lipidicos e protéicos da membrana plasmética (SANPUI;
CHATTOPADHYAY; GHOSH, 2011). Nps contendo farmacos 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 € o0 mecanismo de comunicagdo da célula que

envolve internalizacdo de conteidos extracelulares, pela encapsulagdo dentro de vesiculas
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(agregados (agg) de fosfolipidios revestidos por proteinas) que podem chegar em tamanhos

entre 200 — 600 nm (UNFRIED et al., 2007).

Figura 4. Nanoestruturas utilizadas como carreadores de farmacos. a) Lipossoma, b) Nanocapsula,
¢) Nanoesferas.
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Estudos de interagdo de Nps poliméricas com células cancerosas t€ém demonstrado que
o processo de liberagdo do fdrmaco na célula acontece em varias etapas (Figura 5): A) ANp é
internalizada no endossoma (vesicula formada pelos componentes da parede celular) via
interagdo ndo especifica ou especifica com um receptor. Quando a Np estd dentro da célula
podem acontecer trés mecanismos: B) parte das Nps podem ser recusadas pela célula num
processo de exocitose. C) As Nps podem ser transferidas para os lisossomos, onde enzimas
lisossdmicas podem degradar o farmaco perdendo sua atividade ou entregd-lo no nicleo da
célula. No entanto, este mecanismo ainda ¢ pouco conhecido. Por ultimo, D) Os endossomas
e/ou a Nps podem ser desestabilizados causando a liberacdo do farmaco no nicleo, citosol ou
mitocondrias (PARK et al., 2006; RAMASAMY et al., 2017).

A desestabilizacdo de Nps poliméricas e do endossoma normalmente acontece por
mudancgas de pH, ultrassom ou irradia¢do de luz (RAMASAMY et al., 2017; ZHANG et al.,
2016) Alguns Nps de polissacarideos sdo desestabilizados pela mudanca de pH, devido ao foto
que os endossomas das células cancerosas apresentam pH mais baixos (entre 4 — 5) que
endossomas de células sadias (pH= 6), pela acumulacio de dcido lactico. Isto causa a expansio
das Nps e posterior liberagdo do farmaco. Contudo, o processo de interagdo com a célula é
dependente das caracteristicas das Nps como; tamanho, carga superficial, composicdo da
particula, etc (HARDIANSY AH et al., 2015; NABEREZHNYKH et al., 2013). Por exemplo,
em tumores s6lidos Nps entre 10 - 200 nm de didmetro tem maior facilidade de internalizar em

células tumorais. Como também, podem-se acumular em alta concentracio na regido tumoral
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por longo tempo devido ao fendmeno EPR (do ingl€s, Enhanced permeability and retention
effect), que € supressdo da filtragdo linfatica. Contrariamente, agregados menores que 5 nm sdo
facilmente eliminados da circulagdo sanguinea pela depuragdo renal (MU et al., 2016;

RAMASAMY et al., 2017; UNFRIED et al., 2007).

Figura 5. Modelo de internalizagdo de Nps contendo farmaco.

Endocitose A

Lisossoma

Fonte: Adaptada da literatura (PARK et al., 2006).

A formagdo de Nps na faixa de 10 - 200 nm com polimeros insoliveis em dgua
normalmente implicam a utiliza¢do de um ou varios solventes organicos, transferéncia de calor
e elevada forca de cisalhamento. Além disso, algumas metodologias contém etapas como
polimeriza¢do em emulsio e evaporagdo de solvente, demandando energia (NAGPAL; SINGH;
MISHRA, 2010). No entanto, polimeros soliveis em dgua permitem o uso de metodologias
simples, com poucas etapas e amigdveis com o meio ambiente, evitando a utilizagdo de

solventes organicos e alta transferéncia de energia ao sistema.

1.1.3 Perfis in vitro de liberacio de farmacos carregados em Nps

Em terapias convencionais, a concentracdo plasmdtica do fdrmaco no meio de

liberagdo aumenta até atingir um valor maximo de dissolu¢do e posteriormente diminui, sendo
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necessdria uma nova administragdo. Assim, concentragdes maiores do que a faixa terapéutica
podem provocar efeitos colaterais no paciente, € concentragdes menores que a faixa terapéutica
podem ser ineficazes no tratamento (Figura 6).

No entanto, dispositivos de liberagcdo controlada, entre esses os sistemas
nanoestruturados permitem ter uma liberacdo controlada na faixa terapéutica por tempo
prolongado utilizando uma tnica administragdo. Além disso, estes sistemas, permitem: i) Maior
controle na liberagdo do farmaco, ii) Reduz os intervalos de administra¢cdo e diminui a
toxicidade provocada pelo excesso de farmaco, iii) Promove altas concentra¢des no sitio de
acdo em comparagdo com os métodos convencionais € iv) Direcionamento do principio ativo

a alvos especificos e prote¢do do farmaco do microambiente (UHRICH et al., 1999).

Figura 6. Comparacio de variagGes de concentracdo de farmacos por terapia convencional (Linhas
verde e laranja) e liberacio controlada (linha azul).

Concentragédo toxica
Riscos :
* Depress3o respiratoria
« Tolerancia
o * Constipag3o,
] = Dependéncia fisica
O
E ...........................................................................................
frar}
c s s ~ 4
g Administragdo convencional
c
(e]
LB

r— Liberagdo controlada

Tempo

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

Além da liberacdo de ordem zero, embora o preferido numa liberacdo controlada
(Figura 6, linha azul), ha sistemas nanoestruturados de liberagdo de farmacos pulsateis, sendo
que, a liberacdo do fairmaco mais comum em sistemas poliméricos com degradac¢do heterogénea
¢ um perfil trifdsico ou bifdsico, especialmente para sistemas polidispersos (KAMALY et al.,
2016). A Figura 7 mostra diferentes perfis trifdsicos reportados na literatura para a liberagdo

controlada de farmacos por Nps.
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Figura 7. Perfis de liberacdio de farmacos: i) Quadrados abertos, pico e fase rapida II, ii) Circulos cheios,
liberacdo trifasica com fase curta II, iii) Cruzamentos, pico e liberagdo de ordem zero, iv) Diamantes
cheios, liberacdo trifdsica, v) Tragos, liberacio bifasica sem relaxacdo burst.
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Fonte: Adaptada da literatura (KAMALY et al., 2016).

Em um sistema de liberag@o trifdsico, a etapa I, conhecida como efeito de liberacio
"burst" e faz referéncia a liberagdo rdpida do farmaco que se encontra proximo da interface
polimero — dgua. A liberagdo "burst" pode acontecer por diversas causas, tais como: 1)
Condig¢des de armazenamento, onde o farmaco pode difundir para a superficie da Np, 2)
Formacdo lenta do gel em hidrogeis polimérico, permitindo o vazamento do farmaco, 3)
Matrizes poliméricas heterogéneas, 4) Baixa capacidade de difusd@o do farmaco na matriz
polimérica, 5) Defeitos de fabricagdo, 6) Difusdo e migracdo do farmaco durante a fabricagdo
do nanoagregado. No entanto, a libera¢do "burst" pode ser favoravel, em tratamentos que seja
necessdria uma liberagdo rdpida do farmaco, como libera¢io no sangue, e para tratamentos que
necessitam de uma liberacdo pulsatil (KAMALY et al., 2016).

A etapa II, é governada por uma liberacdo lenta do farmaco. Este processo pode
acontecer por difusdo através da matriz polimérica, degradacdo da forma farmacéutica e da
interface da Np. Por tltimo a etapa III, € a fase mais rapida da liberagdo e acontece normalmente
por erosdo das Nps, da interface ou da matriz polimérica promovendo uma rdpida liberacdo do
farmaco. O perfil que apresente o processo de liberagdo depende de um grande ndmero de

caracteristicas especificas de cada sistema.
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1.1.4 Mecanismos classicos de liberacao de farmacos

A liberacao do farmaco faz referéncia a como acontece o transporte e transferéncia da
molécula ativa desde sua posicao inicial (matriz polimérica) até a superficie do nanoagregado,
€ posteriormente como ocorre a entrega ao microambiente alvo. Em sistemas poliméricos, as
moléculas de farmaco podem ser liberadas principalmente por: i) Difusdo, ii) Pressdo osmética

e ii1) Erosdo. Estes mecanismos serdo brevemente discutidos a seguir.

1.1.4.1 Difusao

Este é o movimento aleatério das moléculas do farmaco impulsionado por um
gradiente de potencial quimico, o qual € préximo do gradiente de concentracdo. Em sistemas
poliméricos degradéveis, a dgua € absorvida pelos poros do nanocarreador, incrementando seu
tamanho no tempo e favorecendo a liberacdo através dos poros (Figura 8a). A taxa de liberagdo
do farmaco € controlada pela difusdo através dos poros, e posteriormente acontece a degradacao
da matriz polimérica aumentando a taxa de liberacdo. Por outro lado, a difusdo do farmaco
também pode acontecer pela matriz polimérica (Figura 8b), onde a taxa de liberacdo € constante
e ndo ¢ afetada pelos gradientes de concentracao, no entanto o processo depende fortemente das
caracteristicas da parede polimérica do nanomaterial como a permeabilidade e a espessura

(KAMALY et al., 2016).

1.1.4.2 Pressao osmotica

A osmose pode ser definida como a movimentacao espontanea de um solvente através
de uma membrana seletiva permedvel promovida por uma diferenca de pressdo na membrana,
conhecida como pressdo osmoética. Isto €, que o processo € dirigido por uma diferenca de
potencial quimico 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 semipermedvel e com um ou mais pontos de liberagdo, é possivel
efetuar a osmose para a liberacdo controlada de fairmacos. Quando o nanoagregado absorve
agua, este se expande em volume, empurrando a solu¢do ou o farmaco para fora do
nanocarreador pelos pontos de liberacao (Figura 8c). A taxa de liberagao por pressdo osmotica

¢ independente do pH, mas é dependente da taxa na qual acontece a adsor¢do da dgua, da



permeabilidade da membrana de revestimento e da pressdo gerada pelos componentes

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

Figura 8. Mecanismos de liberacdo de farmacos: A) Difusdo através dos poros cheios de agua, B)
difusdo através da matriz polimérica, C) Pressdo osmética, e D) Erosdo.

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

1.1.4.3 Erosao

A erosdo pode acontecer na superficie ou no bulk do agregado. Na superficie acontece
quando o polimero degrada-se lentamente, iniciando na superficie até a matriz polimérica. Isto
é, o tamanho do agregado é reduzido desde o exterior até interior. Este processo € favorecido
quando a taxa de eros@o € maior que a taxa de permeacao de dgua no bulk da matriz polimérica.
A baixa taxa de permeacdo de dgua € ideal para a protecdo de farmacos vulnerdveis a dgua. Por
outro lado, a erosdo da matriz polimérica acontece quando a taxa de permeacdo de dgua no bulk
¢ alta, produzindo a degradacdo homogénea de toda a matriz polimérica. Este processo de
liberacdo € pouco recomendado quando é necessario proteger o farmaco do microambiente onde

serd liberado (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

1.1.5 Liberaciao de farmacos de polimeros hidrofilicos

Em sistemas formados por polimero hidrofilicos, a liberagdo do farmaco encapsulado
normalmente envolve mais de uns mecanismos de degradacdo, mencionados anteriormente
(Figura 9). Matrizes hidrofilicas quando estdo em contanto com o meio de dissolucio, adsorvem
dgua pelos poros da matriz polimérica (Figura 9b), provocando a liberagdo imediata do farmaco

que encontra-se na superficie, com posterior intumescimento e relaxamento das cadeias
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poliméricas formando uma camada gelatinosa do polimero (Figura 9c¢) (LOPES; LOBO;

COSTA, 2005).

Figura 9. Mecanismo de liberacdo de farmacos de matrizes hidrofilicas que intumescem e sofrem
erosdo: a) Matriz no estado seco, b) inicio da hidratagdo e intumescimento da interface, ¢) incremento
da hidratacao, d) Intumescimento da matriz, inicio da erosdo das cadeias poliméricas, ¢) separacio de
cadeias poliméricas com liberacdo rdpida do farmaco interno.
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Fonte: o autor.

Através interface, a 4gua continua penetrando até a matriz, a medida que o niicleo fica
hidratado, a camada exterior sofre erosio. Estes dois fendmenos acontecem simultaneamente
(Figura 9d). Quando a penetragdo da dgua excede um valor critico de concentracio, isto €, a
concentragdo de dgua na qual as interagdes dgua-polimero sdo mais favorecidas que polimero-
polimero, provoca a separacdo das cadeias poliméricas, erosdo e, a geracdo de espagos no
agregado, favorecendo a difusdo do soluto. Por tltimo ocorre o aumento da distancia entre as
cadeias poliméricas, e como consequéncia a desintegracdo total do sistema e liberacdo do
farmaco residual (Figura 9e).

Um polimero utilizado na formacdo de nanodispositivos carreadores de farmaco € a
quitosana. Este ¢ um polissacarideo econémico, biodegradadvel e atoxico. Em consequéncia,
este biopolimero tem sido a fonte para o desenvolvimento de novas Nps, com aplicacio nas
areas farmacéutica e médica (NAGPAL; SINGH; MISHRA, 2010; VIJAY KUMAR THAKUR
AND MANJU KUMAR THAKUR, 2014).

1.1.6 Quitosana

Quitosana ¢ um polissacarideo linear constituido por unidades de glucosamina (2-
amino-2-deoxi-B-1,4-D-glicopironase) e N-acetilglucosamina (2-acetoamido-2-deoxi-p-1,4-D-

glicopironase) unidas por ligagdes tipo B-1,4-glicosidicas (Figura 10).
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Figura 10. Estrutura quimica da quitosana.

Unidades N-acetilglucosamina Unidades de glucosamina

Fonte: O autor.

A quitosana ¢ obtida a partir da desacetilagcdo total ou parcial da quitina, a qual ¢
extraida de conchas dos crustdceos (caranguejos, camardes, etc), insetos, aracnideos (escorpido,
aranhas, entre outros) e de microrganismos. A quitosana apresenta uma estrutura cristalina rigida
estabilizada por ligacdes de hidrogénio, impedindo sua solubilidade em pH alcalinos ou neutros,

limitando sua utilizacdo em diversas aplica¢des (KURITA, 2006; SHUKLA et al., 2013; YI et
al., 2005).

Em valores de pH menores de 6, os grupos aminos encontram-se protonados (pKa 6,0
— 6,5) e carregados positivamente, conferindo a quitosana propriedades de um polieletrélito
catidnico solivel em solugdo aquosa. Acima deste pH, a quitosana inicia sua desprotonagio
perdendo a carga positiva, reduzindo drasticamente sua solubilidade. A faixa de pH da transi¢do
da quitosana soldvel—- insolivel, € reportada entre 6,0 € 6,5, o que depende altamente do grau de
N-acetilagdo e massa molar do polimero (ZARGAR; ASGHARI; DASHTI, 2015).

Certamente a baixa solubilidade da quitosana € uma problematica para sua utilizagdo e
aplicacdo em pH neutros e alcalinos. Porém, as propriedades fisico-quimicas deste polimero
podem ser alteradas por meio de modificagdes quimicas, produzindo assim, inimeros derivados
soliveis com aplicagdo numa ampla faixa tecnoldgica. Neste contexto, a modificagdo e/ou
insercdo de grupos funcionais na quitosana tem sido foco de investigagdo, com o fim de

incrementar sua solubilidade e ampliar a faixa de aplicagdo tecnoldgica.
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1.1.7 Derivados de quitosana

A quitosana apresenta dois tipos de grupos reativos que podem ser modificados; 1) 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; SHUKILA et al.,
2013). A Figura 11 mostra algumas das funcionaliza¢des e modificacdes quimicas da quitosana

como: metilacdo, tiolagdo, acilagdo, co-polimerizacao, e N-succinilacdo (SHUKLA et al., 2013).

Figura 11. Modificacdes quimicas das unidades glucosamina da quitosana: a) Metilacdo, b) Tiolacdo,
¢) Acilacdo, d) Co-polimerizacgdo, ) N-succinilagao.
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Fonte: Adaptada da literatura (SHUKLA et al., 2013).

Entre os derivados mais versateis da quitosana, a carboximetil quitosana (CMQ) é um
dos mais utilizados em aplicagdes bioldgicas 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,0-CMQ), em que a substitui¢ao do
grupo carboximetil ocorre no grupo hidroxila primario no grupo amino ou em ambos 0s grupos

das unidades glucosamina, respectivamente (MOURYA; INAMDAR; TIWARI, 2014). Estes
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derivados tém sido utilizados na formagdo de nanodispositivos aplicados em diferentes sistemas
bioldgicos, como no diagndstico in vitro, bioimagem, biossensores, terapia genética e liberagdo
controlada de farmacos (MI; WU; CHEN, 2015; MOURYA; INAMDAR; TIWARI, 2014;
UPADHYAYA etal., 2014).

A obtencdo de cada derivado depende das condig¢des de reacdo (Figura 12). O O-CMQ
requer meio alcalino forte (sdo reportadas concentra¢oes entre 40 — 50% m/v de NaOH) para
ativar o grupo hidroxila e posterior reagdo com cloroacétato de sédio sélido ou em solugdo

aquosa a temperatura ambiente.

Figura 12. Rota sintética das carboximetil quitosana.
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Fonte: O autor.
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Por outro lado, O N-CMQ e N,N-CMQ precisam a adicao de 4cido glioxilico e pH 4,5
para que seja favordvel a formagdo da imina, com posterior redu¢cdo com cianoborohidreto ou
borohidreto de sodio. Ja para obter o N,O-CMQ € necessdrio meio ligeiramente alcalino, e uma
temperatura de 60 °C para que a reacdo aconte¢a em ambos grupos funcionais (MOURYA;
INAMDAR; TIWARI, 2014). A solubilidade destes derivados em meio aquoso dependente
principalmente do grau de substituicdo e do pH do sistema. Quanto maior for o grau de
substituicdo, haverd mais grupos ionizdveis na cadeia hidrocarbonica, permitindo maior
solubilidade. Por outro lado, o pH determina o balanco de carga negativas e positivas, sendo
que em meio dcido predominam as cargas positivas (pela protonacido dos grupos amino) e em
pH neutro ou bésico predominam cargas negativas (pela dissociacdo dos grupos carboxilicos)
(UPADHYAYA et al., 2014).

Estes derivados tém sido aplicados na formacao de microparticulas e Nps, utilizando
diversos métodos de preparacdo como; microemulsdo, co-precipitagdo, reticulagdo idnica,
eletrofiacdo, gelificacao idnica e por auto-agregacdo (ALVES; MANO, 2008; KURITA, 2006;
UPADHYAYA etal., 2014). Esta dltima caracteriza-se pela formagao espontanea de agregados

em solucdo, porém € necessario a insercao de cadeias hidrocarbonicas no polissacarideo.
1.1.8 N-alquil-carboximetil quitosana

As inser¢Oes de grupos alquil na CMQ geram biopolimeros com caracteristicas
anfifflicas, atividade superficial e auto-agregacdo em solucdo, permitido sua aplicagdo na
formagdo de filmes de Langmuir-Blodgett, membranas, Nfs, vesiculas poliméricas e Nps
(ALVES; MANO, 2008; HSTAO et al., 2015). No entanto, a formacgao de agregados em solucao
aquosa depende da comprimento da cadeia hidrocarbonica dos substituintes. Desbieres et al.
sintetizaram diferentes N-alquil-carboximetil quitosana por reducdo do grupo amino utilizando
anidridos carboxilicos de diferentes comprimento da cadeia carbonica (C, entre 3 — 14
carbonos). Medidas de viscosidade mostraram que o substituinte deve conter no minimo 6
carbonos para que o derivado apresente caracteristicas hidrofébicas. Cadeias hidrocarbonicas
com mais de 14 carbonos reduzem a solubilidade do polimero em solucdo aquosa e a
biodegradabilidade do polissacarideo (DESBRIERES et al., 1997). Mesmo com caracteristicas
anfifilicas, N-alquil-carboximetil quitosana de elevada massa molar (Mw> 300,000) sao
soliveis somente em meio dcido (pH < 6) e apresentam capacidade de formar gel em

concentragdes altas. Vdrias rotas sintéticas t€m sido reportadas na literatura para a obtengdo de
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N-alquil-carboximetil-quitosana, sendo as mais utilizadas, as reacdes com halogeneto de

alquila, aminacdo redutiva e acilagdo (Figura 13).

Figura 13. Reacio de formagio da N-alquil quitosana.
| | ou |

CH,COOH/CH,OH
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NaBH, ou NaCNBH,
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NaBH, ou NaCNBH, Y N~

Fonte: O autor.

A reagdo direta do grupo amino com o halogeneto de alquila requer condigdes
vigorosas de reacdo como alta temperatura e altas concentragdes de hidréxido de sddio. Porém,
esta metodologia obtém baixo grau de substituicdo e degradacdo do polimero. A aminacdo
redutiva por aldeidos e cetonas consta de duas etapas, primeiramente acontece a formagdo da

base de Schiff em meio ligeiramente dcido (pH na faixa de 4 - 6), seguido da redugdo da base
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de Schiff com cianoborohidreto de sédio ou borohidreto de s6dio numa faixa de pH de 4 — 8.
Por dltimo, a acilagdo com cloreto de acila € das rotas sintéticas mais rdpidas e simples, porque
s6 requer meio ligeiramente dcido, como &4cido acético/metanol e temperatura ambiente
(MOURYA; INAMDAR; TIWARI, 2014; SHUKLA et al., 2013; Y1 et al., 2005).

A formacdo de agregados com nichos hidrofébicos e hidrofilicos € uma das principais
caracteristicas das N-alquil-quitosana, permitindo sua aplica¢do na encapsulagio e liberagdo
controlada de farmacos. Tem se usado Nps de N-octil-N-trimetil quitosana com didmetro entre
24 — 280 nm na encapsulacdo de 10 — hidroxicamptotecina, com porcentagens de encapsulagdo
de 32,5% (ZHANG et al., 2007). Porém, estes sistemas coloidais coalescem em pH > 7
limitando sua aplicacdo em ensaios bioldgicos. Versdes anfifilicas de alquil-carboximetil-
quitosana tem sido foco de estudo para superar esta problematica. Tse-Ying Liu er al., (2006)
sintetizaram e caracterizaram por ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) N-
hexanoil - carboximetil quitosana (CHQ) substituindo em meio dcido com anidrido hexandico
e posterior formagdo de hidrogel para a encapsulacdo de ibuprofeno (15-60% de eficiéncia de
encapsulacdo) (LIU et al., 2006). Posteriormente, este biopolimero foi utilizado para formar
Nps de CHQ com raios entre 20 — 222 nm (Figura 14), aplicando o sistema na encapsulagdo de
doxorrubicina, um agente anticanceroso com atividade bioldgica, com autoagregacdo do

biopolimero e considerdvel capacidade de encapsulacdo (25-60%) (LIU et al., 2008).

Figura 14. Formagdo de Nps pela da autoassociacio de CHQ. a) unimeros de CHQ em solugio,
b) associac¢do dos unimeros de CHQ para formar as Nps, ¢) Nps de CHQ.

H 0

S - Grupos hidrofilicos

. - Grupos hidrofébicos

Fonte: Adaptada da literatura (LIU et al., 2008).
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Nps de quitosana apresentam baixa estabilidade em suspensdo e tendéncia de
aglomeracdo. Assim, na maioria de formulacdes de Nps de quitosana e quitosna quimicamente
modificada é necessdrio a utilizagdo de outro componente para diminuir a instabilidade do
sistema coloidal (RAMPINO et al., 2013). Pesquisas tém demonstrado que derivados de alquil-
carboximetil quitosana interagem com surfactantes por meio de interagdes eletrostiticas e
hidrofébicas, sendo que a adsor¢do de surfactantes no biopolimero favorece a solubilidade e
estabilidade em solugdo aquosa (DESBRIERES et al., 1997). Porém, surfactantes anionicos ou
catidnicos em auséncia de outros componentes sdo pouco biocompativeis, principalmente
porque interagem com a camada lipidica das células provocando alteragcdes da membrana, e
limitando sua aplica¢do na médicina e farmacia (DONG et al., 2009).

Recentemente Calejo er al. (CALEJO et al., 2013), determinaram que surfactantes
derivados da lisina diminuem sua atividade citotéxica quando estdo na presenca de
etil(hidroxietil) celulose. Os autores atribuem este comportamento a favordvel interacdo entre
o polissacarideo 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 biopolimeros modificados com grupos hidrofébicos como a

CHQ, permitindo sua aplicacdo na liberacdo controlada de farmacos.

1.1.9 Surfactantes

Surfactantes sdo compostos quimicos anfifilicos que possuem a capacidade de reduzir
a tensdo interfacial de solucdes aquosas, mesmo encontrando-se em baixas concentracdes. Esta
propriedade fisico-quimica acontece pela presenca de duas regides com diferentes polaridades
na estrutura molecular; uma hidrofébica, normalmente chamada de cauda e outra hidrofilica,
geralmente a cabeca do surfactante (Figura 16). Isto pode ser observado no SDS o qual
apresenta uma cauda hidrofébica de 12 carbonos e uma cabeca hidrofilica com carga negativa
composta por um grupo sulfato. O SDS é amplamente estudado na interagdo com
macromoléculas (polimeros e proteinas) por ser um composto anidnico modelo com atividade
superficial e com caracteristicas fisico-quimicas reportadas na literatura (DESBRIERES et al.,

1997; PANMAI et al., 2002).
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Figura 15. Interacdo de surfactante com a membrana celular, a) Em auséncia de etil(hidroxietil)
celulose, b) Em presenca de etil(hidroxietil) celulose.

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

Figura 16. Estrutura molecular do dodecilsulfato de s6dio.
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Fonte: O autor.

A carga do surfactante permite classificd-los em: i) idnicos, surfactantes que se
dissociam em solug¢do aquosa em mondmeros (uma molécula do surfactante) com carga
negativa (surfactante anidnico) ou positiva (surfactante catidnico), ii) zwitteridnico,
surfactantes que apresentam cargas negativas e positivas em sua estrutura molecular, sendo a
carga total igual zero, e iii) Ndo-idnicos, surfactantes que ndo apresentam carga (PANMALI et

al., 2002).

1.1.10 Comportamento de um surfactante em solucdo aquosa

Quando ¢ adicionado surfactante em baixa concentracdo em solucdo aquosa,
mondmeros do surfactante se transportam espontaneamente do bulk da solucgio para a interface
ar-liquido. Este processo € conhecido como adsor¢do € acontece para diminuir a energia livre

de Gibbs da interface do sistema. Neste processo, os mondmeros de surfactante posicionam as



43

caudas hidrofébicas do surfactante em direc@o a fase gasosa e a cabeca hidrofilica interagindo
com as moléculas de 4gua para diminuir o maximo possivel o excesso de energia livre de Gibbs
(tensdo superficial, y) do sistema.

Com o aumento da concentragdo do surfactante na solug¢do, continua o processo de
adsor¢do até atingir a saturacdo enérgica da interface ar—liquido. Neste ponto é favorecido o
processo de agregacdo no bulk da solu¢ao, denominada concentra¢ao micelar critica (cmc), que
¢ a concentracdo minima de surfactante no sistema para que aconteca a formacgdo espontanea
de micelas na solugdo.

O fendmeno de auto-agregacdo das moléculas de surfactante para formar micelas em
solug¢do aquosa acontece para diminuir a energia livre de Gibbs do sistema, sendo um processo
dirigido por uma forca motriz entrépica e ndo entalpia. Basicamente, o aumento da entropia no
sistema € causado pela dessolvatagdo das moléculas de dgua das cadeias hidrofébicas do
surfactante. Para que haja a formacdo de agregados em solugdo tem que haver a interacdo
hidrofébica das caudas dos mondmeros livres em solu¢do. Contudo, primeiramente deve
acorrer a ruptura da interacdo cauda hidrofébica—H>O (dessolvata¢do), aumentando assim, a
entropia rotacional e configuracional das moléculas de 4dgua e logo a entropia do sistema

(PANMATI et al., 2002).

1.1.11 Interacio entre polissacarideos-surfactantes

Surfactantes interagem com polieletrdlitos por meio de interacdes eletrostéticas e
hidrofébicas para formar agregados supramoleculares chamados de complexos polieletrélito —
surfactante. Normalmente, utiliza-se a nomenclatura SPECs (do inglés, surfactant
polyelectrolyte complexes) para este tipo de agregados. A interacdo destas espécies €
monitorada por dois parametros a cac (concentracdo de agregacao critica) € a psp (ponto de
saturacdo do polimero). A cac € a faixa de concentracdo na qual hd interacdo intermolecular
entre o surfactante e o polieletrélito. J4 a psp € a faixa de concentracdo na qual é saturada
energeticamente a interface do polieletrolito pelo surfactante (DE MODOLON et al., 2009).

Assim, a interacdo € regida basicamente por trés regioes:

i) 0 < Cs> cac: Faixa de concentragdo o surfactante encontra-se dissociado em sua forma
monomeérica.
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i) cac < Cs > psp: regido na qual o surfactante monomérico estd em equilibrio dindmico
com os complexos SPECs. A concentracdo de mondmeros no sistema € igual & cac.

iii) Cs > psp: Em concentracdes superiores do psp, qualquer adi¢do de surfactante leva a
formacdo de micelas. Portanto hd um equilibrio dindmico entre mondmeros de surfactante,
SPECs e micelas no sistema.

Virias técnicas sao utilizadas para pesquisar as interacoes e formacdo de agregados
entre polissacarideos-surfactantes i6nicos como: condutividade, tensdo interfacial,
fluorescéncia, espalhamento de luz dinamico (DLS), calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC),

potencial zeta. Neste trabalho serd realizada uma breve descricdo do DLS e o ITC.

1.1.12 Técnicas utilizadas para o estudo da interacao macromolécula — surfactante.

1.1.12.1 Espalhamento de luz

Morfologia, polidispersidade e tamanho de Nps s3o parametros importantes na
formacao e caracterizacao de sistemas coloidais. O espalhamento de luz permite conhecer estas
caracteristicas sendo na atualidade uma ferramenta essencial nas pesquisas destes sistemas.

O espalhamento de luz estd baseado em dois fendmenos: o efeito Tyndall e o
movimento browniano. Basicamente, o efeito Tyndall acontece quando a luz atinge uma
particula ou grupo de particulas provocando mudanca na direcdo da radiacao, este fendmeno é
também conhecido como espalhamento de luz e por isso 0 nome da técnica. Por outro lado, o
movimento browniano € o movimento aleatério de particulas de tamanho micrométrico
suspendidas em um fluido (HASSAN; RANA; VERMA, 2015). Com base nestes efeitos €
possivel fazer dois tipos de medidas em espalhamentos de luz, o espalhamento de luz estético
(SLS) e o DLS. Neste trabalho, vai-se focar em discutir brevemente o DLS.

Para obter informacdo do tamanho das particulas € utilizado o DLS. Este foca-se em
medir as flutuacdes temporais da luz espalhada para obter espectros de flutuacdo da particula
no tempo, fornecendo informagdo sobre o coeficiente de difusdo e tamanho das particulas
(HASSAN; RANA; VERMA, 2015).

A informacdo quantitativa da luz espalhada no tempo é processada mediante uma
funcdo de autocorrelagdo. Estd é uma funcdo normalizada que descreve como varia a
intensidade de luz espalhada no tempo. Considerando uma variac@o da intensidade espalhada
que € 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 t ¢ I(t + 7). Assim, a fungao

de autocorrelagdo pode-se normalizar e € representada pela equagdo 1.
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@I+ 1) ()
9 =1y

Para realizar a contagem dos fétons espalhados, a fun¢do de correlagio g2(t), é

descrita por uma funco de correlacdo de primer orden do campo elétrico g*(t) pela equacido
2.

g'(@® = [g*(®) — 1]°° 2

Assim, podemos observar o comportamento de um particulado por meio da funcao
g%(7) — 1 vs T (Figura 17).

Quando o particulado é muito pequeno, a flutuacio da intensidade de espalhamento é
rapida no tempo de andlise, e consequentemente o tempo de decaimento da funcio g2(7) — 1
€ menor, comparando com particulas grandes. Portanto, é possivel fazer uma analise qualitativa

do tamanho de diferentes dispersdes pelo comportamento da fung¢do de autocorrelagao.

Figura 17. Variacdo da intensidade de espalhamento e funcéo de autocorrelagdo para suspensdes de
diferente tamanho de particula.
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Fonte: Adaptada da literatura (HASSAN; RANA; VERMA, 2015).

Um tratamento matematico da fun¢do de autocorrelagdo permite determinar o

coeficiente de difusdo e o raio hidrodindmico médio (Ru) das particulas. Para uma amostra
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monodispersa de particulas esféricas, a fun¢do de correlacdo decai exponencialmente com o

tempo de decaimento (equacao 3).
glt(t) =A4e "+ B 3)

Onde A é a amplitude da fun¢do de correlagdo, B é a linea base, I'=1/t é a
frequéncia de relaxacdo, sendo 1 € o tempo de decaimento e se relaciona com o coeficiente de

difusdo (D) da particula (equacao 4).
' =Dq? 4)

Onde g é o modulo do vetor de espalhamento (equagdo 5). Sendo 7 o indice de refracdo
do solvente, A o comprimento de onda do laser utilizado para realizar as medidas e 8 o angulo

no qual € medida a intensidade luz espalhada pelas particulas.

_47m 0 &)
q =—sin3

O coeficiente de difusdo varia linearmente com a concentragao do particulado dentro de
um regime diluido (D = Dy(1 + Kp(c) + -++). Onde K}, é o coeficiente virial hidrodindmico e
D, € o coeficiente de difusdo na condi¢do de diluicdo infinita (HASSAN; RANA; VERMA,
2015). Portanto, considerando uma amostra em dilui¢do infinita (D = D) é possivel determinar

o Ry por meio da equagdo de Stokes-Eintein (equagdo 6).

R — kT 6)
g =
6mnD,

Onde k € a constante de Boltzmann, 7 € a viscosidade do solvente e T € a temperatura
absoluta. O Ry pode-se determinar utilizando um sé angulo, ou pela correlacdo de vdrios
angulos. Para isto, determina-se o tempo de decaimento em diferentes angulos de espalhamento
(normalmente de 30 — 150°) e assim obter o grafico I vs g2 (Figura 18) linearizado e ajustado
com intercepto zero para cumprir a equacao 4. Onde a inclinacdo do grafico € o coeficiente de

difusdo do particulado.
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Figura 18. Variagio da frequéncia de relaxagdo (I') em fun¢@o do quadrado do vetor de espalhamento
(g?) para particulado com diferente Ry.
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Fonte: Adaptada da literatura (HASSAN; RANA; VERMA, 2015).

1.1.12.2 Calorimetria de titulacio isotérmica (ITC)

Interacdo macromoléculas — surfactante envolve transferéncias de energia entre os
componentes do sistema e a vizinhanga do sistema. Este € o conceito fundamental que utiliza a
ITC. Utilizando esta técnica € possivel determinar a quantidade de energia absorvida ou liberada
na interagdo entre macromoléculas e surfactante em condi¢des de temperatura e pressao
constante. Em um ITC (Figura 19) adiciona-se a solucdo titulante (normalmente o surfactante)
dentro de uma cela calorimétrica por meio de um injetor controlado mecanicamente. A cela
calorimétrica contendo uma solucao (normalmente a macromolécula) encontra-se com agitacao
constante, a temperatura controlada e em equilibrio térmico com suas vizinhangas.

Quando as duas solucdes sdo misturadas acontece formagao e/ou rompimento de
interacdes intermoleculares entre as espécies quimicas presentes no sistema, provocando uma
mudanga na temperatura do sistema e alteracdo do equilibrio térmico entre o sistema e a
vizinhanca. Assim, para atingir novamente o equilibrio térmico hd uma transferéncia de energia
na forma de calor entre o sistema e a vizinhanga. A energia na forma de calor é detectada por
termopilhas localizadas lateralmente as celas calorimétricas, gerando uma diferenca de
potencial elétrico. Assim, o ITC fornece dados de poténcia (quantidade de energia por unidade

de tempo) em fun¢do do tempo (Figura 20).



Figura 19. Calorimetro de titulacdo isotérmica (ITC).
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Figura 20. Variacio da poténcia no tempo de um termograma de um calorimetro de titulagdo isotérmica

(ITC).
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A quantidade de energia na forma de calor (g) absorvida ou liberada pelo sistema por

unidade de tempo para cada inje¢do € calculada usando a equacdo 7.

t2
q= f Pdt
t

1

(7

O calor em cada injecdo vai ser numericamente igual a variacdo de entalpia de

interagdo. Isto pode ser demonstrado utilizando a primeira lei da termodinamica (equagdo 8).
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dU = dq +dw (8)
Onde dU, dq e dw sdo a variagdo infinitesimal da energia interna do sistema, a
variagdo infinitesimal da energia na forma de calor e a variacdo infinitesimal da energia na
forma de calor, respectivamente. Se o sistema sO pode realizar trabalho de expansdo e

compressdo a pressao constante a equacdo 8 transforma-se na equagdo 9.
dU = dq — PeyedV )
Onde Py, dV sdo a pressdo externa do sistema e a variag¢do infinitesimal do volumem

do sistema, respectivamente. Se o sistema apresenta uma variacao finita, é possivel integral a

equagdo de um estado inicial para um final (equacdes 10-13).

i i (10)
de = qu—f Poyrdv
f f

Ur—U; = q— Pexe(Ve— Vi) (11)
U —U; = q— PexcVr + PextVi (12)
(Uf + PextVf) - (Ui + PextVi) =q (13)

Denominando o termo U + P,V como entalpia (H) na equacdo 13, encontra-se que a
energia na forma de calor € igual 4 diferenca da entalpia final (Hy) e inicial (H;), em outras

palavras uma variacdo de entalpia (equagao 14).

AproH =q (14)

A anterior equagcdo mostra que € possivel conhecer a variagdo de entalpia de um
processo termodinamico em condicdes de pressdo constante, se conhecermos a quantidade de
energia trocada na forma de calor entre o sistema e a vizinhanga. E importante mencionar que
pese a igualdade na equacdo 14, a varia¢do da entalpia e o calor sdo dois conceitos diferentes.
A entalpia é energia interna do sistema (variacdo da energia translacional, vibracional,
rotacional e eletronica) mais o trabalho de compressao ou expansdo que realize o sistema. E por

outro lugar, o calor € a transferéncia de energia por um gradiente de temperatura.
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1.1.13 Nanofibras

Nanofibras € um dos nanomateriais mais versiteis que exite com grande drea
interfacial e alta porosidade, fazendo-o candidato atrativo em miultiplas aplicagdes como:
liberacdo de farmacos (KIM; EBARA; AOYAGI, 2013), células solares (KIM; EBARA;
AOYAGI, 2013), producdo de baterias (KIM; EBARA; AOYAGI, 2013), curativos de feridas
(LI et al., 2013), fotocatalises (WANG et al., 2008), detec¢io de substratos e ativos bioldgicos
(WANG et al., 2008), filtracdo e purificacdo de agua (WANG et al., 2008), entre outras

aplicacoes.

Figura 21. a) llustracéo do eletrospinner, b) Cone de Taylor.
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Fonte: Adaptada da literatura (XUE et al., 2017).

Eletrofiacdo € uma metodologia simples para formar Nfs, na qual ¢ utilizado um
eletrospinner (Figura 21). Este aparelho consiste em quatro componentes: 1) uma fonte de alta
voltagem, 2) uma bomba de seringa, 3) uma seringa com agulha metdlica e 4) um coletor.
Basicamente, quando € bombeada uma quantidade de fluido viscoeldstico (solu¢do polimérica
a ser eletrofiada) pela seringa, forma-se um formato esférico do fluido por efeito da y. No
entanto, ao aplicar uma diferenca de potencial elétrico ao fluido, a interface do liquido serd
coberta por cargas (da mesma carga), onde a repulsdo entre as cargas desestabilizard a forma
esférica do fluido. No momento que a repulsdo das cargas supere o efeito da vy, a gota se
deformard em forma de cone, conhecido como cone de Taylor (Figura 21b). Como

consequéncia da repulsdo das cargas, o Jet diminui seu didmetro até desdobrar-se, e
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posteriormente o Jet se acelera e diminui seu didmetro ao mesmo tempo em que acontece a
evaporacdo 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 Aplicaciao de nanofibras na medicina

Uma das aplicagdes mais promissoras das Nfs € a encapsulacdo de farmacos e agentes
terapéuticos. Até a data, diferentes materiais t€ém sido utilizados para formar Nfs, como
polimeros sintéticos e nanomateriais a base de carbono, estes sio considerados materiais
flexiveis frente a sua sintese e modificacdo quimica. Porém, ndo apresentam afinidade celular
e biocompatibilidade. Por outro lado, os polimeros naturais exibem alta biocompatibilidade, e
atoxidade. Destacando os polissacarideos (celulose, quitina, quitosana) e as proteinas
(colageno, gelatina), os quais tém sido amplamente aplicados na engenharia de tecidos e
curativos de ferida (KENRY; LIM, 2017). Porém, a formacao de Nfs para quimioterapia local
no tratamento contra o cancer tem sido pouco explorada. Comparada com outros sistemas
nanoestruturados como micelas, hidrogéis e Nps, as Nfs reduzem a toxicidade e incrementa a
concentracdo do farmaco no local de acdo farmacéutico (SILL; VON RECUM, 2008). Isto
permitiria a combinacdo da remog¢do cirdrgica para remover o tumor com posterior tratamento
local para diminuir a probabilidade que o tumor volte aparecer.

No tratamento contra o cancer, diferentes farmacos com atividade anticancerigena
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(dcido L- lactico) (PLLA), avaliando sua
liberac@o sobre carcinoma hepético em camundongos, encontrando aproximadamente que o
99% do DOX ¢€ 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 encapsulagdo de
dicloroacetato em Nfs de dcido polilactico (PLA), e posteriormente aplicado em tumores
s6lidos de camundongos. cerca de 96% do volume do tumor foi suprimido em menos de 19 dias
e os tumores subcutineos desapareceram dos 50% dos camundongos utilizados nos
experimentos (LIU et al., 2013). Estes resultados demonstram que as Nfs contendo farmacos

sdo uma boa alternativa para o tratamento na quimioterapia localizada. No entanto, muito do
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farmaco liberado pelas Nfs ndo conseguem atingir, nem penetrar a membrana celular. Isto, faz
que sejam necessdrias altas quantidades do farmaco nas Nfs para que o sistema seja eficiente e
altamente citotoxico.

Uma alternativa a essa limitagdo € a utilizagdo de sistemas hierarquicamente
estruturados, como a adsor¢do de Nps carreadoras do composto ativo na interface das Nfs
(Figura 22), permitindo diferentes perfiles de liberacdo, que as nanofibras por si sé ndo teriam.
E de esperar que as Nps contendo o firmaco sejam constantemente liberadas, permitindo um
tratamento continuo em comparagdo as Nps s6. Além disso, as Nps aumentariam a
internalizagdo da membrana celular, superando os inconvenientes de quando s6 se utilizam as

Nfs como material carreador (LIU et al., 2013).

Figura 22. [lustra¢do da produgfo de nanofibras com nanoparticulas adsorbidas na interaface.
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Fonte: Adaptada da literatura (YOO; KIM; PARK, 2009).

Na combinacdo Nps-Nfs, Nps metdlicas apresentam um maior avango em termos de
pesquisa, principalmente, porque nanoagregados metilicos ndo mudam sua geometria quando
sdo eletrofiados. Por exemplo, Li ef al. (2013) formaram Nfs de poli(acetato de vinila)
(PVA)/quitosana com Nps de prata (Figura 23), obtendo como resultado Nfs na faixa de 130 —
192 nm e Nps de prata entre 15 — 22 nm. Este nanomaterial apresentou atividade antibacteriana,
porém ¢ citotoxico frente células de pele humana, provocando irritagdo e impedindo sua
aplicacdo na liberagdo controlada de farmacos (LI et al., 2013).

Versdes biocompativeis e aplicadas na liberagdo controlada de farmacos sdo reportadas
na literatura. Por exemplo, Nfs de PLA contendo Nps de TiOz para promover a internalizagdo
de daunorubicin em células de leucemia K562, onde o farmaco encontra-se adsorvido na

interface das Nps, facilitando a internalizacdo na célula (CHEN et al., 2007). Porém, esta
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metodologia ndo protege o firmaco do microambiente ao qual é exposto, impedindo a utilizacao
de farmacos que sdo facilmente degradados. Uma alternativa € utilizar Nps poliméricas,
apresentando alta capacidade de encapsulacdo comparando com Nps metdlicas, porque podem

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

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

¢ c2

e st

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

Até a presente data a adsor¢do de Nps poliméricas em Nfs tem sido pouco explorada.
Jung et al. (2015) estudaram a formacdo de um compdsito de Nfs de policrapolactona (PCL)
com Nps de quitosana/fucoidan (Figura 24), avaliando o material com ensaios citotéxicos. O
nanomaterial ndo foi citotéxico frente fibroblastos da pele, demonstrando que esses materiais
sdo altamente biocampativeis e t€ém grande potencial de aplicagdo em sistemas curativos e de

liberacdo de farmacos na pele sem apresentar efeitos colaterais (JUNG et al., 2015).

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

Fonte: Adaptada da literatura (JUNG et al., 2015).
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Outro polimero utilizado na formagdo de Nfs € o poli(6xido de etileno) (PEO) (Figura
25a), este € solivel em dgua, biocompativel e biodegraddvel, sendo ideal para aplica¢des
bioldgicas (PAKRAVAN; HEUZEY; AJJI, 2012). Yoon (2016) publicou a formagdo de um
composito formado por nanofibras de PEO e Nps de celulose (Figura 25b). Fotos de
microscopia de transmissdo eletronica (TEM) confirmaram a inser¢do das Nps nas Nfs, com
didmetro medio ligeiramente maior que as Nfs de PEO (CHEN et al., 2007). No entanto, neste

trabalho ndo foram realizados testes biologicos nem de liberacdo de compostos ativos.

Figura 25. A) Estrutura quimica do PEO. b) Nanofibras de PEO com Nps de celulose.

Fonte: Adaptada da literatura (YOON, 2016).

Chen et al. (2012) estudaram a liberagdo de dcido ribonucleico (RNA) em pH 5,5 ¢ 7.4
de um compésito formado por Nfs de poli(dcido lactico-co-glicdlico) (PLGA) e Nps de
quitosana contendo RNA. Os resultados de liberac@o in vitro mostraram que € um processo
dependente do pH. A liberacdo do RNA apresentou um perfil trifdsico em ambos os pH. Porém,
em pH 7.4 a liberagdo aconteceu por erosdo do bulk do sistema (Nfs/Nps), enquanto em pH 5,5
a liberacdo foi atribuida a eros@o do bulk e da superficie do nanomaterial (CHEN et al., 2007).
Em vista do anterior marco tedrico, Nfs formadas por materiais biocompativeis como PEO e
quitosana contendo Nps de CHQ podem ser uma alternativa para aplicd-los no tratamento

cancer e/ou quimioterapia local.
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1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo € desenvolver dois nanomateriais poliméricos de
liberacdo controlada: i) Nps de CHQ-SDS aplicadas na encapsulacio da H3TMO04 e posterior
avaliacdo citotoxica em células de cancer de pele e leucemia. ii) Nfs de PEO-quitosana

contendo Nps de CHQ-SDS com o H3TMO04 encapsulado.

1.2.1 Objetivos especificos

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

e Formar e caracterizar agregados e Nps de hexanoil-carboximetil quitosana em pH 7,4 e
estudar a interacdo com SDS.

e Avaliar a citotoxicidade das Nps CHQ em auséncia e presenca de SDS sobre células
leucémicas K562, Jurkat e de melanoma murino B16F10.

e Determinar a capacidade de encapsulacdo e liberacdo in vitro da pirazolina nas Nps de
hexanoil-carboximetil quitosana/SDS, e posterior avaliacdo citotéxica em células
leucémicas e de melanoma murino.

e Desenvolver Nfs de PEO-quitosana e caracteriza-las por técnicas de microscopia e andlises
térmicas.

e Desenvolver um novo material pela dispersio das Nps de hexanoil-carboximetil
quitosana/SDS (contendo a pirazolina) sobre Nfs de PEO-quitosana, avaliando o perfil in

vitro de liberagcdo do H3TMO04 encapsulado e sua permeacdo em pele humana.
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1.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este projeto foi desenvolvido no Laboratério de Polimeros e Surfactantes
(POLISSOL), localizado no Departamento da Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina (DQ/UFSC). O projeto foi desenvolvido em 4 etapas (Figura 26): 1) Sintese de CHQ,
i1) Formagdo de Nps de carboximetil-hexanoil-quitosana/SDS (CHQ-SDS), ii1) Encapsulacdo
da pirazolina H3TMO04 nas Nps CHQ-SDS e iv) Formacdo de Nfs de PEO-quitosana (PEOCh)

com Nps de CHQ-SDS contendo o composto ativo.

Figura 26. Etapas do projeto de doutorado.

ETAPA 1 - Sintese de Carboximetil-hexanoil-quitosana (CHQ)
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ETAPA 3 — Encapsulagdo de H3TM4
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Fonte: O autor.



57

1.3.1 Reagentes

A pirazolina H3TMO04 (Figura 3) foi sintetizada pela estudante de graduacao Jessica
Toigo e cedida pelo Laboratério de Estrutura e Atividade (LEAT). Sob a orientagdao do Prof.
Dr. Ricardo José Nunes. No anexo A, encontra-se o processo de sintese e caracteristicas do
composto obtido pelo LEAT.

A quitosana (My na faixa de 90 até 190 kDa) com grau desacetilagc@o entre 75 — 85%,
dodecil sulfato de sodio (SDS) (= 99%), 2-propanol (= 99,4%), metanol (= 99,8%), hidréxido
de sodio (> 97%), 4cido cloroacético (> 99%), anidrido hexanoico (> 99%), fosfato de sédio
monobasico (> 99%), fosfato de sodio dibasico (> 99%), pireno (> 99%), azul de Tripano
(solu¢do 0,4 %), Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (98%) e
membrana de didlises (massa de corte de 3,5 kDa) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA).
Brometo de potéssio (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-1-4dcido etanosultonico (HEPES, > 99,5%) foram compradas da
(GIBCO®, Brazil). Todos os compostos foram utilizados sem prévia purificacdo e foi utilizada

dgua Milli-Q na preparacdo de todas as solucdes.

1.3.2 Formacao de nanoagregados de CHQ-SDS in solucido 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 a suspensao resultante 12,5 mL de NaOH
(13,3 mol L) e 25 g de 4cido cloroacético, com agitacio constante durante 4 h a 60 °C.
Posteriormente, o material foi filtrado e lavado com metanol frio até o apresentar pH neutro.
Secou-se a CMQ durante 5 dias a 20 °C e posteriormente armazenada em dessecador no vacuo

(Figura 27).



58

Figura 27. Proposta da rota sintética da hexanoil carboximetil quitosana (CHQ).
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Fonte: O autor.

1.3.2.2 Obtencao de CHQ

Foi dissolvida 2 g de CMQ em &gua deionizada (50 mL) com agitacdo constante
durante 24 h. Seguido da adicdo de 50 mL de metanol e anidrido hexanoico (0,3 mol L1).
Depois de 12 h de reagdo, a amostra foi coletada em membrana de didlises e deixada durante
72 h em solugdo de etanol (25 % v/v). Logo, apds seca durante 5 dias/ 20 °C e posteriormente
armazenada em dessecador no vicuo.

A quitosana, CMQ e CHQ foram caracterizadas por RMN 'H (Bruker Ascend 400
MHz) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
(espectrofotdmetro PRESTIGE 21-Shimadzu, Japdo). Os espectros de RMN 'H foram
realizados na Central de Analise 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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'H, dissolveu-se a quitosana em (D>O/DCI), CMQ e CHQ em D,0. Os espectros de RMN 'H
foram obtidos a 80 °C K com supressdo de solvente. J4, os espectros de FTIR foram obtidos
por pastilha de KBr utilizando 3 mg de cada polimero e 100 mg de KBr; os dados foram
adquiridos de 4000 a 500 cm™ ! numa taxa de 4 cm™ !, 20 varreduras foram realizados para cada
amostra.

O grau de acetilacdo da quitosana (% DA) foi calculado utilizando a equagdo 15:

2 X Acy, 15)

%DA=< >><100

A(Hz—Hs)

Onde Acy, € a drea do sinal em 2.1 ppm no espectro de RMN '"H da quitosana e
An,—ng) € a soma das dreas, no mesmo espectro, correspondentes aos hidrogénios conectados
ao carbonos C2-C6 da cadeia hidrocarbodnica da quitosana (PEREIRA; MUNIZ; HSIEH, 2015).

O grau de substitui¢do do grupo hexanoil (DS) foi calculado pela equacdo 16:

DS = Achy (130 ppm) (16)

A2(3-7 ppm)/3

Onde Acy,(1.30 ppm) € A2(3_7ppm) sdo as dreas do sinal em 1,30 e 3,7 ppm,
respectivamente e correspondem aos hidrogénios metilicos dos grupos hexanoil e os
hidrogénios ligados aos dtomos de carbono C2 no espectro d¢ RMN 'H do CHQ (LIU et al,,
2006).

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

espectro de RMN 'H e as seguintes equacdes (equacdes 17 a 20).

fo = (1/2)(Aa.4 ppm) (17)
—Aa ppm))/(A(5-4 ppm)
— A6 ppm)

f3 = (A.1ppm)/ (As.appm) — AG.6 ppm)) (18)

fo= (1/2)(A(3,8 ppm))/(A(SA ppm) — A(3.6 ppm)) (19)
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F=fe+ f3+f, (20)

Onde f;, f5 e f, sdo a fracdo de carboximetilagdo na posicdo 6-O, 3-O, 2-N,
respectivamente. F € a fracao total de grupos carboximetil e pode variar de 0 e 2 (CHEN; PARK,

2003; MOURYA; INAMDAR; TIWARI, 2014).

1.3.2.3 Medidas de tensao superficial

Tensiometria foi utilizada para determinar os parametros de agregacdo da CHQ e
CHQ-SDS. As medidas foram realizadas em um tensiometro (Kruss GmbH, modelo K8) a
298,15 £ 0,1 K com um anel de Pt-Ir-20. Uma solucao concentrada de CHQ ou SDS (10 vezes
acima da cmc) foi utilizada para titular a solucao alvo (tampao fosfato pH 7,4 ou CHQ 0,05 mg
mL"! em tampao pH 7,4), agitada durante 20 min, para atingir o equilibrio antes de cada medigdo

(DE MODOLON et al., 2009).

1.3.2.4 Medidas de condutividade

A condutividade especifica (k) foi determinada utilizando um condutivimetro digital
(950, Bante instruments) a 298,15 K, previamente calibrado com solucao padrao de KCI 0,01
mol L'! (Bante instruments). As solucdes de CHQ (0,05 mg mL"! até 4 mg mL™"') foram
preparadas em tampao pH 7,4. A solucdo de polimero (15 mL) foi colocada em uma jaqueta de
vidro (com fluxo constante de dgua, 298,15 K) e titulada com a solug¢do de SDS (10 vezes acima

da cmc) utilizando uma seringa (Hamilton, 50 uL) com agitacdo constante.

1.3.2.5 Medidas de Fluorescéncia

A emissao fluorescéncia do pireno foi utilizada para investigar a interacio CHQ-SDS
em um espectrometro de fluorescéncia (Hitachi F4500), usando uma cela de quartzo de 10 mm
de comprimento (trajetdria horizontal). A concentracio final de pireno na solugdo de 0,05 mg
mL"! de CHQ (em tampao pH 7,4) foi fixadaem 1,1 X 10~° molL. As configuracdes da largura
da fenda de ambos os monocromadores (excitagdo € emissdo) foram ajustadas em 5 nm. O
pireno foi excitado em 335 nm e os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos de 350
a 420 nm. A polaridade da sonda é expressa pela relacao Ii/I3, onde I; e I3 sdo as intensidades

de fluorescéncia da primeira (372,5 nm) e terceira banda vibronicas (383,5 nm) do espectro de
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emissdo de fluorescéncia do pireno. A razao (Ii/Iz) foi calculada em diferentes concentracoes

de SDS (0 a 5 mmol L.

1.3.2.6 Medidas de DLS e potencial zeta

O tamanho dos agregados de CHQ e CHQ-SDS em diferentes concentra¢des foram
determinados por DLS (gonidmetro ALV CGS-3-correlador multi-tau) com laser linear
polarizado vermelho de hélio-néon 35 mW (A = 632,8 nm). As amostras foram previamente
filtradas (filtro de celulose 0,45 um, Chromafil), posteriormente armazenadas em celas de vidro
de 10 mm de didmetro e analisadas em varios angulos de espalhamento (30 a 145°) a 298,15 K.
Para obter a funcio de autocorrelagio (g'Vq.)), foram analisadas as flutuacdes da luz espalhada
pelo software ALV-correlator V.3.0. A funcdo de distribui¢do do tempo de decaimento (A(t))
e a funcdo de distribui¢io do tamanho (A(Ry)) foram obtidas pela analise da gV g, pelo método
CONTIN. O Ry das Nps (Ru™P) e os agregados (Ry*€¢) foram calculados utilizando a equacio
de Stokes-Einstein (equacgdo 6). As medidas de DLS foram realizadas na condi¢do de dilui¢ao
infinita, por tanto foi utilizada a viscosidade da dgua na temperatura de trabalho para calcular
os valores de Ru. As medic¢des 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 titulacao isotérmica (ITC)

Com o objetivo de obter as altera¢des entdlpicas associadas as interagdes CHQ-SDS,
medidas de ITC foram realizadas. Estas foram realizadas em um microcalorimetro (TAM III),
da TA instruments (USA), controlado pelo software TAM assistant™. As medidas foram
realizadas a temperatura constante (298,1500 = 0,0001 K) e consistiu na adi¢do de 50 inje¢oes
de 10 pL de uma solugio concentrada de SDS (19 mmol L - 14 vezes acima o valor da cmc)
com uma seringa Hamilton (500 pL), a qual € controlada por uma bomba de seringa 3810 (TA
Instruments). A solucdo é adicionada em uma cela calorimétrica que contém a amostra (2,70
mL de tampdo ou 0,05 mg mL"! da solu¢do de CHQ). A canula da seringa foi imersa na cela da
amostra 180 minutos antes de iniciar a titulagdo. O intervalo entre as injecdes foi de 30 minutos
(tempo suficiente para o sinal retornar a linha de base) e agitacdo constante da amostra presente

na cela, a 180 rpm (3,0 s™!), por meio de um agitador de ouro com formato helicoidal.
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1.3.3 Nanoparticulas de carboximetil-hexanoil quitosana / dodecil sulfato de sodio
1.3.3.1 Formacao e caracterizacio 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™) foi suspenso em SDS(aq) 6 mmol L' (Previamente
preparado em tampao fosfato pH 7,4) sob agitacdo constante a 25 °C por 36 h. A amostra de
CHQ-SDS foi a submetida a sonicacdo por 20 min (20 W), utilizando uma sonda de ultrassom
(UP200S, Hielsher). A sonicagao foi realizada em banho de gelo-dgua para evitar a evaporacao
do solvente. As CHQ-SDS-H foram obtidas utilizando o mesmo método, mas foi adicionado
360 uL de uma solugdo da pirazolina H3TMO04 10 mmol L' em acetonitrila durante a etapa de
sonicacao. Posteriormente, as nanoparticulas foram armazenadas no escuro a 4 °C.

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 dispersao foi colocada no grid de carbono —
cobre, e o excesso de solucdo foi removido com papel filtro. Posteriormente, adicio 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 Eficiéncia de encapsulacao

As Nps formadas no item 4.3.1 foram centrifugadas (1000 rpm) durante 5 min para
remover o H3TMO4 insolivel. Logo, as CHQ-SDS-H foram separadas por centrifugacao
(15000 rpm) e suspendida numa solugdo 4cida (pH 4,5) com agitacdo constante durante 3 h. A
suspensdo resultante foi misturada com acetonitrila com agitacdo constante durante 3 h. A
concentragdo de H3TMO04 foi determinada usando uma curva de calibracdo de padrio externo
por espectroscopia de fluorescéncia (Hitachi F4500). As configuracdes da largura da fenda de
excitagcdo e emissao foram ajustadas para 5 nm. A amostra foi excitada a 300 nm e os espectros
de emissao de fluorescéncia foram obtidos entre 320 a 520 nm. O experimento foi realizado em
triplicata. A quantidade total de H3TMO04 foi determinada usando a mesma metodologia. A
porcentagem de eficiéncia de encapsulagdo do H3TMO04 nas Nps (% EExys) foi calculada a

partir da seguinte equacao (equacao 21):
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0% EE.. . = Quantidade de H3TM04 encapsulada 100 (21)
oS SNps = Quantidade total de H3TM04

A % EEnps foi corroborado pela quantificacao do teor total de H3TMO04 nas Nps e no
sobrenadante apos ultrafiltracao/centrifugacdo das Nps utilizando dispositivos de centrifugacdo

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

1.3.3.3 Localizacao do H3TM04 nas nanoparticulas

Devido as suas caracteristicas auto fluorescentes, a emissdao de fluorescéncia do
H3TMO04 foi utilizada como sonda para investigar a polaridade do microambiente das Nps de
CHQ-SDS-H formadas. misturas de dgua / dioxano foram preparadas de acordo com o relatado
por Ramakanta Mondal et al. Uma solugio estoque H3TM04 a 0,01 mol L™! foi preparada em
dioxano. A solucdo estoque foi diluida 10 vezes para obter solucdes de H3TMO04 com
concentracdo de 0,001 mol L' em diferentes misturas de 4gua / dioxano (% dioxano (v / v) 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90) e posteriormente foi determinado os espectros de fluorescéncia
com as mesmas condi¢des de analise reportadas no item 4.3.2 deste capitulo. O comprimento
de onda com maior intensidade de emissio do H3TMO4 (A, M**) em cada propor¢io de
solvente foi correlacionado com o valor da energia de transi¢do E1(30) j4 reportada na literatura
(MONDAL; GHOSH; MUKHERIEE, 2016). Ja 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 liberacao in vitro do H3TM04

Os estudos de liberagdo foram realizados utilizando membrana de didlise (massa
molecular de corte de 3,5 kDa) e um aparelho de dissolucio USP a 37 + 1 °C e agitacdo
mecanica constante (75 rpm). Com o objetivo de atingir as condi¢des sink, foi utilizado como
meio de liberagdo tampao fosfato pH 7,4 com SDS 0,5% (m/v). Suspensdes de CHQ-SDS-H
(1200 pmol L' de H3TM04) em pH 7,4 e da pirazolina H3TM04 em acetonitrila na mesma
concentracdo presenta nas nanoparticulas, foram adicionadas em membranas de didlise.
Aliquotas do meio de liberagdo (5 mL) foram removidas em diferentes intervalos de tempo

durante 72 h e quantificada a concentracio de H3TMO04 por espectroscopia de emissao de
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fluorescéncia utilizando uma curva de calibragcao de padrdo externo em SDS 0,5% (m/v). Ap6s
coletar cada amostra, o meio de liberacdo é imediatamente substituido. Cada experimento foi
realizado em triplicata.

Para avaliar a cinética de liberacdo e o mecanismo de liberacdo, quatro modelos
cinéticos foram utilizados para interpretar os dados de liberagdo do H3TMO04: Zero Ordem,
pseudo-primeira ordem, modelo de Higuichi e modelo lei de poténcia (equacdes 22 a 25)

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

Zero ordem:

M, /My = kot (22)
Pseudo-primeira ordem:

M,/My, =1 — ek (23)
Modelo de Higuichi:

M./M,, = kHt% 24)

Modelo da lei de poténcia

M, /M., = kt" (25)

Onde M;/M,, é a fragdo de H3TMO04 liberada no tempo t. ky, k;, ky € k sdo as
constante de liberacdo Zero Ordem, pseudo-primeira ordem, modelo de Higuichi e modelo lei
de poténcia , respectivamente. As constantes de liberagdo e os parametros dos modelos

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

1.3.3.5 Ensaio da atividade antitumoral
1.3.3.5.1 Cultura celular de células leucémicas

Células de leucemia mieldide aguda (K-562) e uma leucemia linfoblastica aguda
(Jurkat) foram utilizadas neste estudo. Ambas gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Alberto Orfao
do Centro de Investigacion de Cdncer 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™! de penicilina e 10 mmol L' de HEPES sob atmosfera de

5% de CO», a 37 °C em frascos de 25 cm? e 75 cm?. A viabilidade celular foi avaliada pelo
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ensaio de exclusdo 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 avaliacao morfolégica do apoptose

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT. Onde a densidade 6ptica dos
grupos controle (células ndo tratadas) foram considerados como 100% de células viaveis. Para
obter a curva concentragio/tempo de viabilidade celular, as células K-562 e Jurkat (5x10*
células/poco) foram incubadas com diferentes concentragdes (5-50 umol L!) de H3TMO04 (com
CHQ-SDS-H) por 24, 48 e 72 h. Onde, adicionou-se um volume méximo de 20 puL dos
compostos, Nps, e/ou CHQ as células. o mesmo volume de solvente foi adicionado aos pogos
controle sem tratamento. Posteriormente, foi avaliada a viabilidade celular e os valores de
concentragdo inibitéria 50% (ICso) foram calculados usando o software GraphPad Prism 5.

A morte apoptética foi verificada por microscopia de fluorescéncia (Leica DM5500
B). As células K-562 e Jurkat (5x10* células/pogo) foram incubadas com e sem CHQ-SDS-H
no valor da ICsp durante 24 h. As células foram lavadas com PBS e tratadas com 40 pL de
laranja de acridina (10 mg mL™) e brometo de etidio (5 mg mL ). Seguidamente, as amostras
foram pingadas numa lamina de vidro e analisadas no microscépio de fluorescéncia. Neste
ensaio, as células vidveis exibem uma fluorescéncia verde (marcacdo do laranja de acridina),
enquanto as células apoptéticas exibem uma fluorescéncia laranja-vermelho (marcagdo do

brometo de etidio).

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

1.3.4.1 Producao de nanofibras

Trés 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, solu¢des de PEO (8% m/m) e quitosana (5% m/m) foram preparadas
separadamente em dgua Milli-Q e 4cido acético 1 mol L, respectivamente. As solucdes se
mantiveram sobre agitacao constante a temperatura ambiente, durante 24 h. Logo, as solugdes

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, H3TMO04 (600 umol L', em
acetonitrila) foi adicionado sob agitacdo na blenda polimérica ii. Finalmente, o sistema
PEOChNp foi formado pela dispersdo de CHQ-SDS-H (1 mg mL™') na mistura polimérica. A
metodologia para formar CHQ-SDS-H, caracterizacdo e a eficiéncia de encapsulacdo foi
relatada na secdo 4.3. Para o processo de eletrofiacdo, as amostras foram inseridas em seringas
de 5 mL, a uma distancia de 13 cm do coletor estdtico. Utilizou-se uma taxa de 0,1 mL h™' 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 distribuicdo do didmetro das Nfs foram avaliadas usando um
microscopio eletronico de varredura com emissdao de campo (FEG-SEM) (JEOL JSM-6701F).
As Nfs foram coletadas em papel aluminio, montadas em stubs de aluminio e revestidas com
uma camada ultrafina de ouro. A distribui¢do de tamanho foi determinada usando o software
de processamento de imagens Image-] (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 topografica
das Nfs foram analisadas por microscopia de forca atomica (AFM) (Nanosurf FlexAFM)
usando uma ponta TAP190AIl-G com raio menor que 10 nm, uma frequéncia de ressonancia 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 angulo de contato foi determinado pelo método Kruss Easy Drop usando um
gonidometro (ramé-Hart-250). Nfs (2 cm x 2 cm) foram fixadas numa lamina de vidro. Uma gota
de 4gua € pingada na superficie de Nfs usando uma microseringa (50 uL). O angulo de contato
foi medido 10 vezes para cada Nf a 25 °C. As imagens das gotas sob as Nfs foram obtidas
utilizando uma camera digital de alta velocidade (NeT GMBH 1394) e o angulo de contato foi

determinado utilizando o software Drop imagem 2.4.05.

1.3.4.3 Caracterizacao das nanofibras

A caracterizagdo quimica das Nfs, PEO, quitosana e H3TMO04 foi avaliada por FTIR

utilizando a mesma metodologia reportada na secao 4.2.2. A andlise termogravimétrica (TGA)
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das Nfs foi realizado utilizando uma termobalan¢a (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-! e fluxo constante de nitrogénio (50 mL min!). Os
resultados foram avaliados por meio da primeira derivada do termograma obtido. Por tdltimo,
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’’.

1.3.4.4 Eficiéncia de encapsulacao de H3TM04 nas nanofibras

PEOCh-H3 e PEOChNp Nfs foram dissolvidas em 2 mL de dgua a pH 4,5 sob agitacao
constante durante 24 h para dissolver as Nfs. Posteriormente, 3 mL de acetonitrila foram
adicionados e o sistema manteve-se sob agitacdo constante durante 3 dias. A concentracdo de
H3TMO04 nas Nfs foi determinada por espectroscopia de emissdo de fluorescéncia usando o
método descrito na se¢do 4.3.2. As medidas foram realizadas em triplicata, e a porcentagem de

eficiéncia de encapsulagcdo nas nanofibras (% EEns), foi calculada usando a seguinte equagao:

% EExn. — Quantidade de H3TM04 nas Nfs < 100 26)
0 BENfs = Quantidade teorica

1.3.4.5 Perfil e cinética de liberacao 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 didlise. As amostras foram mantidas a 37 °C
num banho termostatico com agitacao constante, onde, o meio de liberagao utilizado foi tampao
PBS com SDS 0,5% m/v para atingir as condi¢des sink. Aliquotas (0,5 mL) do meio de liberagao
foram removidas em diferentes intervalos de tempo durante seis dias e a concentragdo de
H3TMO04 foi quantificada por espectroscopia de emissdo de fluorescéncia utilizando uma curva
de calibragdo de padrdo externo, em SDS 0,5% m/v. O meio de liberacdo foi imediatamente
substituido, apds cada coleta. Os experimentos foram realizados em triplicata. O mecanismo de

liberacdo foi avaliado utilizando os modelos cinéticos reportados na secdo 4.3.3.
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1.3.4.6 Ensaio de permeacido em pele humana
1.3.4.6.1 Preparacao das amostras de pele humana

A pele humana foi obtida de cirurgias abdominais em um hospital local, sob doacao
andnima e aceita pelo comité de ética (protocolo, CAE: 87349418.7.0000.0121). A pele foi
coletada em tampao Krebbs (pH 7,4) imediatamente apds a cirurgia. Em seguida, as amostras
de pele foram preparadas por remocdao do tecido adiposo, colocadas em folhas de papel
aluminio e armazenadas a -20°C até serem utilizadas. Antes da utilizacdo, as peles foram

descongeladas em tampdo PBS durante 30 minutos.

1.3.4.6.2 Experimentos com células de difusao por fluxo

A membrana da pele foi firmemente colocada entre o compartimento doador e
aceitador da cela de difusdo de Franz, com uma area de superficie de 1,77 cm?. O sistema foi
mantido sob temperatura controlada (37 + 1°C) e agitacdo constante. 500 ug mL' de H3TM04
foram aplicados no compartimento doador. O H3TMO04 foi administrado por meio de uma
solucdo de propilenoglicol (H3TMO4 livre) e numa suspensio de CHQ-SDS-H. O
compartimento do receptor, foi preenchido com uma mistura de tampao 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 H3TMO04 permeado. Apos 7 horas, a pele foi removida da cela de Franz,
limpada com um cotonete umedecido com 4gua Milli-Q e cortada em pequenos pedacos. Em
seguida, 0 H3TMO04 foi extraido com acetonitrila por sonicag¢do (banho de ultrassom), durante
30 min. Posteriormente, a concentracdo de H3TMO04 foi determinada por espectroscopia de

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

1.3.4.6.3 Analise de permeaciao em pele por microscopia de fluorescéncia

Imagens de microscopia de fluorescéncia da pele foram registradas apds tratamento
com H3TMO04 em propilenoglicol, CHQ-SDS-H, PEOCh-H3 e PEOChNp. Pele nao tratada foi
utilizada como controle. O ensaio de permeacdo foi realizado sob as mesmas condi¢des
experimentais descritas na se¢ao 4.4.6.2. Apds 7 horas, as peles foram limpas, montadas com
Tissue-tec O.C.T.® (Sakura Finetechnical, Toéquio, Japao) num suporte de amostra metélico e

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

utilizando um Microscépio Invertido Olympus IX83 com excitagdo 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 citotoxica do H3TMO4. Nesta etapa foi utilizado a mesma
metodologia de suplementacao celular, determinacao e cdlculo da viabilidade celular reportado

nas secoes 4.3.4.1 e 4.3.4.2.
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CAPITULO I

2 FORMACAO DE NANOAGREGADOS DE CARBOXIMETIL HEXANOIL
QUITOSANA / DODECIL SULFATO DE SODIO EM SOLUCAO AQUOSA

Neste capitulo, serd apresentada a caracterizacao da quitosana, CMQ e CHQ por RMN
'H e FTIR. Como também, serd discutido o processo de agregacio da CHQ em auséncia e
presenca de SDS por meio de parametros de agregacdo (cac, cmc € psp) € parametros
termodindmicos de agregagdo (AGZac, AGpsp, AAGRgg € AH,gg). Além disso, o efeito da
concentracdo 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 caracteristicas
fisico-quimicas do sistema CHQ-SDS e profundar o conhecimento cientifico associado as
misturas bindrias polissacarideos hidrofobicamente modificados/surfactantes anidnicos,
visando o trabalho na modulac¢d@o e no controle das nanoestruturas formadas.

Publicacdo: 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 Caracterizacio de quitosana, carboximetil quitosana e carboximetil hexanoil
quitosana

Quitosana, CMQ e CHQ foram caracterizadas por FTIR e RMN 'H. A Figura 28
apresenta todos os espectros de FTIR obtidos. A Figura 28a, mostra as bandas caracteristicas
da quitosana; sobreposic¢ao das bandas de estiramento axial da ligagdo O-H e de estiramento N-
H centrada em 3441 cm’!, estiramento do C-H em 2877 cm’!, estiramento axial da amida
secundaria (C-N) em 1598 cm™!, e as bandas em 1078 cm™ e 894 cm™! atribuidas & deformacio
C-O-C e das estruturas polissacaridicas, respectivamente (LIN et al., 2011). As mesmas bandas
caracteristicas da quitosana sdo observadas no espectro da CMQ (Figura 28b), como também
podem se observar as bandas da deformacdo dos grupos C=0 em 1739 cm™ e N-H em 1624

cm’!, demonstrando a presenca 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.
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O espectro de FTIR da CHQ (Figura 28c) apresenta as mesmas bandas da CMQ,
indicando que os grupos carboximetila permanecem na estrutura hidrocarbdnica ap6s a inser¢ao
do grupo hexanoil na CMQ. Porém, estes resultados ndo concluem se aconteceu a insercao do

grupo hexanoil no grupo amino da quitosana. Com o objetivo de obter mais informagdo
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estrutural dos derivados, foram realizadas andlises de RMN 'H. A Figura 29, mostra os
espectros de RMN 'H para a quitosana, CMQ ¢ CHQ a 80 °C. Os espetros da CMQ e da CHQ

foram obtidos com supressdo de solvente.

Figura 29. Espectros de RMN 'H (400 MHz) a 80 °C da (a) quitosana; (b) carboximetil quitosana e (c)
carboximetil hexanoil quitosana. Os espectros b e ¢ foram obtidos por supressio de solvente.
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A Figura 29a mostra o espetro de RMN 'H da quitosana a 80 °C. O sinal em 2,1 ppm
¢ atribuido aos hidrogénios metilicos dos grupos acetamida, os sinais em 3,3 e 3,4 ppm sdo
atribuidos aos hidrogénios do carbono C2 da unidade glucosamina e aos hidrogénios ligados a
unidades glucopiranose, respectivamente (LIU et al., 2006). Os sinais sobrepostos entre 3,7 a
4,2 ppm correspondem a hidrogénios ligados aos carbonos C3-C6 na unidade glucopiranose,
enquanto a sobreposicdo na faixa de 4,9 - 5,1 ppm foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono

C1. O % DA da quitosana foi de 25,8% (calculado pela equagdo 15).
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De acordo com o RMN 'H da CMQ (Figura 29b), os sinais a 5,1 e 5,4 ppm foram
atribuidos aos hidrogénios dos grupos carboximetil nas posicoes N e O da quitosana,
respectivamente. Estes resultados corroboram as bandas obtidas da CMQ por FTIR. O RMN
'H da CHQ (Figura 29c) apresenta os sinais referentes aos grupos hexanoil; 1,30 ppm (CnHs3),
1,60 ppm (CcHz), 1,75 ppm (CiHz), 2,0 ppm (CeHz) e 2,75 ppm (CgHz).. Os mesmos
deslocamentos quimicos foram obtidos por Ying Liu et al. (LIU et al., 2006). O % DS e F foram
calculados usando as equacdes 16 — 20. Onde, os valores do % DS e F foram 51,60% e 0,96,

respectivamente.

2.2 Formacao dos agregados de CHQ

As inser¢des dos grupos carboximetil e hexanoil na quitosana, conferem-lhe atividade
superficial e capacidade de autoagregacdo em solu¢do aquosa. Tensiometria tem sido
amplamente usada para avaliar o comportamento de polimeros em interfaces liquido/gas. Assim
como também, para obter a cac, que € a concentracio minima necessdria para que acontega a
formacao espontanea de agregados de CHQ em solugdo aquosa por meio interagdes intra e/ou
intermoleculares (ONESIPPE; LAGERGE, 2008a). A figura 30a expde o comportamento da y
de solugdes com diferentes concentracdoes de CHQ a 298,15 K pH 7.,4.

A y do tampdo fosfato pH 7,4 é 70 mNm™!. Com o incremento da concentracio de
CHQ, ay diminui rapidamente de 70 mNm™! para 56 mNm! pelo processo de adsorcdo da CHQ
na interface liquido/gés até a cac 4 ug mL™! (saturacdo energética da interface). O valor da cac
obtido neste trabalho € consistente com o valor da literatura, o qual foi obtido por espectroscopia
de fluorescéncia (LIU et al., 2008). Posteriormente, a tensdo interfacial aumenta ligeiramente

até 60 mN m! e mantém-se constante com o aumento da concentracio da CHQ.

A dissolucdo de grupos hidrofébicos de polimeros requer energia para separar as
ligacdes de hidrogénio das moléculas de dgua. Assim, a transferéncia de unimeros de CHQ da
interface para o bulk da solucdo resulta num incremento da energia livre de Gibbs da superficie
do sistema. O valor minimo da y na figura 30a (56 mN m™!, perto de 4 pg mL™") é provavelmente
pela alta disparidade em ambas massas molares (da amostra) e HLB (balanco lipofilico-

hidrofilico), devido aos diferentes graus de substitui¢cdo na CHQ.
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Figura 30. a) Isoterma de adsorcdo de CHQ em tampao fosfato pH 7,4 a 298,15 K. (b) Distribuicdo da
funcdo de tamanho A(Rp) dos agregados de CHQ em diferentes concentragoes (0,05 mg mL! — 0,4 mg
mL") e angulo de espalhamento 6 = 90° e 298,15 K. A distribui¢do rapida e lenta é atribuida aos
unimeros e agregados de CHQ, respetivamente.
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Essas cadeias hidrocarbdnicas tém diferentes coeficientes de particao entre a interface
e o bulk do sistema. Na cac, agregacdo das cadeias hidrocarbdnicas pode ocorrer na fase aquosa.
Inicialmente, s6 as moléculas com maior solubilidade na 4gua (mais hidrofilica) estdo
disponiveis para formar agregados. Assim, algumas das moléculas mais hidrofébicas da CHQ
que estavam na interface, podem entrar no bulk do sistema e formar agregados. Logo, a vy
incrementa rapidamente, até atingir seu valor de equilibrio. Este comportamento, € similar ao
reportado por Cristel Onesippe e Serge Lagerge (ONESIPPE; LAGERGE, 2008b), para a
quitosana hidrofobicamente modificada. Em concentracdes de CHQ superiores a cac, os
monomeros de CHQ acumulam-se no bulk da solucado para formar agregados e nao incrementar
a energia livre de Gibbs do sistema. Portanto, hd um equilibrio dindmico entre os agregados da
CHQ e seus mondmeros em solu¢ao aquosa.

Com o objetivo ter uma maior compreensao do processo de agregacdo da CHQ em
solucdo aquosa, o efeito da concentracdo da CHQ sobre o raio hidrodinamico dos agregados
(Ru*#8) da CHQ foi avaliada por DLS. Esta € uma técnica rapida, com a capacidade de fornecer
uma estimativa do tamanho médio de um conjunto de particulas em suspensdo na faixa
nanométrica. A figura 30b apresenta o efeito da concentracdo da CHQ sobre a distribui¢do do
Ru*® no angulo de espalhamento de 90° a 298,15 K. As concentracdes de CHQ avaliadas
apresentam uma distribuicao bimodal de tamanho e de tempo de decaimento (Figura.S1, anexo

A). i.e. Distribuicdo 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 substituicdo do grupo dodecil, onde o modo rdpido atribuiram aos unimeros de
dodecil quitosana, com raio hidrodinAmico dos unimeros (Ry"™) entre 3 — 18 nm e o modo lento
foi atribuido aos agregados de dodecil quitosana com Ry*® entre 132 — 134 nm
(KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 2012). Considerando que os modos lentos e rapidos
correspondem aos unimeros e agregados de CHQ, respectivamente, a amplitude da distribui¢ao
dos Ry*#8 (Figura 30b) incrementa com o incremento da concentracdo de CHQ, indicando que
as interacOes interparticulas muda de repulsao para atracio (KORCHAGINA; PHILIPPOVA,
2010, 2012).

Com o objetivo de formar nanoagregados de CHQ para encapsular moléculas
hidrofébicas, € importante avaliar o efeito da concentracdo de CHQ sobre o raio hidrodindmico
real dos agregados (Ru*®8ear). Assim, foram realizadas medidas de DLS em diferentes angulos
de espalhamentos (variando de 30° até 140°), permitindo realizar graficos da taxa de relaxagcdo
(I' = 1/1, onde 1 é o tempo de relaxaciio) em funcdo do vetor de espalhamento ao quadrado (q?)
para o modo de relaxacdo lento (Figura S2, anexo A). O coeficiente de difusdo real dos
agregados (D*#.,)) foi calculado utilizando a inclinag¢@o da curva, onde o D*£.; € o resultado
das interagdes polimero—polimero das cadeias hidrocarbonicas inter- e/ou intramolecularmente.
O intercepto do grafico I' vs g* é a origem, indicando que a relaxacdo do agregado polimérico
acontece por difusdo translacional. i.e cumpre a relacio matemdtica I'= D%, * g% O valor
absoluto do D*#.;; diminui com o incremento da concentracdo de CHQ (Figura S3, anexo A),
confirmado a hipétese que a interacdes interparticula muda de repulsdo para atracio
promovendo a ampliacao da distribui¢do do Ry*&.

O Ru*8ca dos agregados de CHQ foram calculados utilizando a equagdo de Einstein-
Stokes (equacdo 6). O Ry incrementa de 69,9 + 3,2 nm com uma concentragdo de 0,05 mg
mL"' de CHQ até 83,6 + 6,5 nm com 0,4 mg mL"' de CHQ em agua deionizada, mostrando que
a concentracdo de CHQ afeta o Ry*®%eca, possivelmente porque favorece as interacdes
intermoleculares entre os dominios hidrofébicos da CHQ e promove a agregacdo entre os
nanoagregados de CHQ. Os Ry*#8ca1 obtidos neste trabalho sdo menores que os reportados por
Liu et al., que reportaram a formagado de nanocépsulas ocas de CHQ com aproximadamente 200
nm de didmetro (LIU et al., 2008). Apesar do baixo valor do Ry*8ea formado com 0,05 mg mL~

' de CHQ, este sistema apresenta baixa estabilidade cinética em solucdo aquosa e apés 24 h
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acontece a formacdo de um terceiro modo na distribui¢cdo de Ry, com aproximadamente 1000

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

2.3 Interacao da carboximetil hexanoil quitosana com dodecil sulfato de sédio.

O SDS pode interagir com a quitosana e quitosana modificada com grupos
hidrofébicos para formar complexos soluveis em solucdo aquosa. Os complexos de
polieletrélitos-SDS podem ser formados em concentragdes menores a cmc do surfactante na
interface liquido/gas ou no bulk da solug@o. Com o objetivo de formar complexos de CHQ-SDS
estdveis em solucdo aquosa e avaliar se apresentam atividade superficial, foram realizadas
medidas de y. Assim como também, espera-se encontrar a faixa de concentracao de SDS (Csps)
na qual acontece a adsorcdo e interagdo com 0,05 mg mL"' de CHQ a 298,15 K em tampéo
fosfato (Figura 31). E importante ressaltar que serd avaliada a interagdo entre os nanoagregados
de CHQ com SDS, onde os nanoagregados de CHQ encontram-se em equilibrio dinimico com

seus unimeros.

Figura 31. Isoterma de adsor¢do de SDS (escala logaritmica) em (m) tampao pH 7,4 e (O0) CHQ 0,05
mg mL"' em tampdo pH 7,4. As concentragdes de agregagdo sdo marcadas com linhas verticais e as
linhas vermelhas correspondem aos ajustes sigmoide e linear.
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Em tampdo fosfato, com o incremento da concentragdo de SDS, a y diminui
abruptamente até a cmc, pela saturacdo energética da interface (BHARMORIA et al., 2014).
Comparando com o sistema SDS — tampao fosfato, observa-se que a y da solucdo de CHQ ¢
menor que o tampdo fosfato (64 mN m™), devido ao processo de adsor¢do dos unimeros e/ou

agregados de CHQ na interface liquido/g4s da solug¢do de CHQ 0,05 mg mL"!. Na Figura 31 é
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possivel observar duas transi¢cdes, a cac e o psp. Para este sistema, a cac € a concentracao de
SDS necessdria para formar agregados espontaneamente em solucdo aquosa via interagdes
eletrostaticas, intra e/ou intermoleculares entre o SDS e a CHQ. Por outro lado, a psp € a
concentracdo do surfactante necessdria para saturar energeticamente a interface dos agregados
de CHQ na dispersdo (FERREIRA, 2016; FERREIRA et al., 2015).

Inicialmente, a ¥ da solu¢do de CHQ 0,05 mg mL"! diminui com uma taxa menor que
no tampao fosfato (inclinacio do tampdo fosfato > inclinacio de solu¢do 0,05 mg mL') até a
cac (0,6 mmolL), indicando que h interacdo, e que deve acontecer a formacgdo de complexos
CHQ-SDS com baixa atividade superficial. Posteriormente, a y diminui até a psp, pela formacao
de agregados de CHQ-SDS com alta atividade superficial. Em concentracdes acima da psp, a y
permanece constante, porque as interfaces liquido/gas e CHQ/liquido foram energeticamente
saturadas e ndo ha mais adsor¢cdo de mondmeros de SDS, promovendo assim, a agregacdo dos
monomeros de SDS no bulk da solugcdo. A cmc do SDS por tensiometria no sistema 0,05 mg
mL ! CHQ foi de 4,60 mmol L! (psp), sendo estd maior que a cmc de SDS em tampdo fosfato
(2,10 mmol L), comprovando que h4 intera¢do e formacio de agregados entre CHQ-SDS na
interface ou no bulk do sistema.

Com o objetivo ter um maior conhecimento sobre o processo de interacio e a formagao
dos agregados de CHQ-SDS no bulk da solucdo, assim como também, calcular o grau de
ionizacdo (o) do SDS na micela de SDS e nos complexos de CHQ-SDS, titulagcdes
condutimétricas em solu¢iio aquosa de SDS em presenca e auséncia de CHQ (0,05 mg mL™")
foram realizadas a 298,15 K e pH 7,4 (Figura 32a). As diferentes secOes da curva foram
linearizadas, sendo que os coeficientes de correlacdo apresentaram valores superiores a 0,998.

Na auséncia de CHQ (em tampao fosfato pH 7,4) observaram-se duas regioes, a regiao
pré-micelar e a pés-micelar. A condutividade especifica (k) incrementa rapidamente com o
incremento da concentracdo de SDS até a cmc. Em concentracdes superiores da cme (6,0 mmol
L'!) acontece a formacio de micelas de SDS no bulk da solu¢do. Em comparagio com a solugdo
de 0,05 mg mL"' de CHQ, foram observadas duas concentra¢des criticas, a cac e o psp. A «
aumenta com o aumento das concentracdes dos {fons no sistema até a cac
(1,08 + 0,05 mmol L™).

O processo de interacdo e de formacdo dos agregados CHQ-SDS continua até o psp

(6,24 + 0,12 mmol L!). Em concentragdes maiores do psp, niio ha formacdo dos complexos
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CHQ-SDS. No entanto, os mondmeros de SDS agregam-se em solu¢cdo aquosa para formar
micelas, as quais encontra-se em equilibrio dindmico com os complexos de CHQ-SDS. Durante
os experimentos ndo foi observada alteracdo na turbidez da dispersdo, indicando que acontece
a formacdo de complexos soluveis CHQ-SDS em tampao pH 7,4. Porém, quando a interacdo
acontece em tampao pH 4, o sistema torna-se turvo pela formagao de complexos insoldveis de
CHQ-SDS. Isto, deve-se a forte interacdo eletrostitica 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"' de CHQ em tampdo fosfato
pH 7,4 sdo inferiores aos obtidos por tensiometria. Assim, estes parametros sdo fortemente
dependentes da técnica utilizada para obté-los (DE MODOLON et al., 2009). Além disso, o
baixo valor da y em presenca do polimero, mesmo antes de atingir a cac, sugere que a interacao
CHQ-SDS e a formagdo 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 solucéo aquosa de SDS em (a) tampao pH 7,4
(m) CHQ 0,05 mg mL" (O). (b) diferentes concentragdes (0 - 0,4 mg mL") de CHQ em tampao pH 7,4
a 298,15 K. As transi¢des de agregacdo sdo marcadas com linhas verticais e as linhas vermelhas
correspondem aos ajustes lineares.
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Para avaliar o efeito da concentracdo de CHQ sobre os parimetros de agregacdo na
interacdo de CHQ-SDS, curvas de titulacio condutimétricas de SDS em diferentes
concentragdes de CHQ (0,05 — 0,4 mg mL"') a 298,15 K e tampao fosfato pH 7,4 foram
realizadas (Figura 32b). A cmc, cac, o grau de ionizac¢do do surfactante na micela de SDS (az),
o grau de ionizacdo do surfactante no complexo CHQ-SDS (a), a variacdo da energia livre

Gibbs padrio da associagdo CHQ-SDS (AGZ,.), a variacdo da energia livre Gibbs padrdo da
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formag@o de micelas de SDS em presenga de CHQ (AGpsp) € a variagdo da energia livre Gibbs
padrao da adsorgdo das micelas de SDS na macromolécula de CHQ (AAGZgs) a 298,15 K foram

calculados (tabela 1). As equacdes utilizadas para calcular os pardmetros de agregacio estao
reportadas no anexo C.

Os valores da cac permanecem quase constantes € a psp incrementa, com o incremento
da concentracdo de CHQ, pois a necessidade de uma maior quantidade de mondmeros de
surfactante para saturar a interface do polimero. Este comportamento foi reportado por Samuel
de Medeiros Modolon et al. na interagdo entre SDS e etil(hidroxietil) celulose (EHCE) (DE
MODOLON et al., 2009). Os valores de a; e a» foram obtidos da razdo das inclinacdes das
curvas de condutividade acima e abaixo da psp e a cmc, respectivamente. Os valores de o sdo
menores que os valores de a2, indicando que os complexos de CHQ-SDS sdo menos ionizaveis
que nas micelas regulares de SDS. Utilizando os valores de o e o foram calculados a AG,. €

AGgsp para todas as concentragdes de CHQ avaliadas. Estes pardmetros termodindmicos de

agregacdo determinam a viabilidade na formacdo dos complexos de CHQ-SDS e das micelas
de SDS em presenca de CHQ, respectivamente.

Os valores de AGg,c e AGpsp, sdo negativos e variam pouco com o incremento da

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

(0]

agg foram calculados

formam-se espontaneamente em tampao fosfato pH 7,4. Os valores de AAG

assumindo que os agregados de SDS na cmc e o SDS adsorvido nos agregados de CHQ
apresentam forgas similares de interacdo. Este pardmetro termodindmico determina a
favorabilidade do processo de formacdo dos agregados de CHQ-SDS em comparacdo a micelas

de SDS. O modulo dos valores de AAGggg diminui de -6,84 + 0,45 até -4,01 + 0,11 kJ mol™!

com o incremento da concentracdo de CHQ, indicando que o incremento da concentracdo de
CHQ, diminui a espontaneidade da interacio CHQ-SDS e as interacdes polimero-polimero
podem-se tornar importantes.

A forca motriz que dirige a formagao dos complexos CHQ-SDS € provavelmente o
efeito hidrofébico (interacdo entre as cadeias hidrocarbdnicas dodecil do SDS e CHQ), uma vez
que hd repulsdo eletrostética, entre os grupos carboximetil da CHQ e os grupos sulfato de SDS
(carregados negativamente em pH 7,4). As unidades GIcNAc (2-acetoamido-2-deoxi-f-1,4-D-
glicopironase) na CHQ, sdo dominios hidrofébicos que favorecem a inclusdo de grupos

hidrofébicos e, portanto, o processo de agregacdo (KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 2010,
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2015). Com o objetivo de investigar se as interagcdes hidrofébicas promovem a agregacao CHQ-
SDS e determinar os valores de energia associados a este processo, medidas de espectroscopia
de emissdo de fluorescéncia e ITC foram realizadas.

O pireno foi utilizado como sonda para monitorar o processo de agregacdo. A emissao
de fluorescéncia do pireno tem sido amplamente utilizada para estudar interacdes polimero-
surfactante, uma vez que oferece uma forma rdpida, simples e altamente sensivel na
determinagdo de interacdes hidrofébicas (FERREIRA et al., 2015). A Figura 33a mostra a
variagdo darazao das bandas do pireno I1/I3 versus logio (Csps) em presenca e auséncia de CHQ.

Inicialmente, a razdo das bandas do pireno I;/Is em presenca de 0,05 mg mL! de CHQ
inicia num valor menor (= 1,79) do que no buffer de fosfato (= 1,84). i.e., a sonda encontra-se
num meio mais hidrofébico quando estd em presenca de CHQ, pela interacdo com grupos e
dominios hidrofébicos da CHQ. Para as duas curvas a razao 1i/I3 diminui, com o aumento da
Csps até aproximadamente =~ 1,12. No entanto, para o sistema com CHQ a razdo das bandas
I;/I; diminui desde 0,1 mmol L' de SDS. Estes resultados concluem: (1) As interacdes
hidrofébicas dirigem a formag¢do do complexo CHQ-SDS e (2) Suporta a hipétese que a
interagdo entre CHQ-SDS inicia em concentracdes menores da cac.

ITC determina a quantidade de calor liberado ou absorvido nos processos de interagdes
moleculares, a temperatura e pressdo constante. O ITC tem sido amplamente aplicado na
determinagdo de parametros termodinamicos (Variacao da entalpia de intera¢ao (AH), variagdo
da entropia de interagdo (AS), variagdo da energia livre de Gibbs de interacdo (AG)) na interagao
entre SDS com polimeros (KABIRI; UNSWORTH, 2014). A Figura 33b apresenta as variagdes
da entalpia molar observada (4H,,,) na dilui¢io de SDS 19 mmol L™! em tampao fosfato pH

7,4 ¢ 0,05 mg mL!' CHQ a 298,15 K.

Tabela 1. Pardmetros termodindmicos e de agregacdo da interacio CHQ-SDS em tampdo pH 7.4 a
298,15 K.

CHQ cac psp AGgy AGpsp AAGggg

mg mL!  mmolL!  mmol L « az kJ mol! kJ mol! kJ mol!
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+0,04 727+0,14 048+0,02 053+0,05 -2571+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+0,17 052+0,03 043+0,09 -2460+129 -1838+0,92 -4,01+0,11




81

Figura 33. (a) Razdo Ii/Iz das bandas de emissdao de fluorescéncia do pireno versus o Logio da
concentragdo de SDS em tampdo pH 7.4 (e) e CHQ 0,05 mg mL"' (o); (b) Curvas de titulagdo
calorimétrica da adi¢do de 19 mmol L' de SDS em tampao fosfato pH 7,4 (0) e CHQ 0,05 mg mL™! (A)
a 298,15 K; (c) Variacdo da entalpia molar aparente em funcdo da concentragdo de SDS. A AHgp.inc fOi
obtida da subtracdo da curva de dilui¢do de SDS da curva de titulagdo de SDS na solugdo de CHQ. As
linhas servem apenas como guia visual.
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A variacdo da poténcia (W) em fung¢do do tempo para ambos sistemas pode-se observar
na Figura S6, no anexo A. A curva sigmoide tipica da diluicdo de SDS mostra uma pequena
mudanca da entalpia associada ao processo de micelizagdo (FERREIRA et al., 2015;
ONESIPPE; LAGERGE, 2008a). A diluicio de SDS em tampao fosfato € totalmente
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endotérmico antes do processo de micelizacdo do SDS (cmc =1,33 + 0,03 mmol L, valor
calculado pelo método da primeira derivativa), e muda para exotérmico no processo pos-
micelizacdo. Esse comportamento estd de acordo com dados previamente relatados na literatura
(FERREIRA et al., 2015; KABIRI; UNSWORTH, 2014).

A dilui¢do de SDS em 0,05 mg mL™!' de CHQ apresenta um comportamento similar
aos valores de 4H,, porém diferentes na faixa de 0 a 1,4 mmol L™ de SDS, demonstrando
que a interagdo CHQ-SDS ocorre no nivel molecular. Os valores de cac (0,14 + 0,03 mmol L™
e o psp (2,21 + 0,03 mmol L!) também foram obtidos a partir das medidas de ITC. Para
determinar as alteracdes de entalpia causadas apenas pela agregacio CHQ-SDS, o termograma
da diluicdo de SDS em tampdo fosfato pH 7,4 foi subtraido da diluicdo de SDS em 0,05 mg
mL"' CHQ, e assim obter a variacdo da entalpia molar aparente de interagdo (AHap-int) (Figura
33c). Naregido pré-micelar, a interacio CHQ-SDS ¢ totalmente exotérmica até a concentracio
de SDS 0,9 mmol L™! (valor superior ao cac). O pequeno valor de AHap-int SUgETE qUE O Processo
acontece por interagdes hidrofébicas cooperativas entre as cadeias hidrocarbonicas do dodecil
sulfato e os dominios hidrofobicos nos agregados de CHQ. O AHap-ine incrementa
endotermicamente com a Csps até 1,6 mmol L', A mudanca de valores exotérmicos para
endotérmicos da AHap-int €std associada principalmente as contribui¢cdes entdlpicas de duas
interacdes moleculares; i) entre os mondmeros de SDS com agregados de CHQ e, ii) entre os
mondmeros de SDS adsorvidos na interface da CHQ. Como a Csps aumenta, o niimero de sitios
hidrofébicos disponiveis diminui, diminuindo a contribui¢do exotérmica da interagdo CHQ-
SDS. Além disso, na interface da CHQ, a repulsao eletrostatica entre os grupos sulfato do SDS
aumenta, aumentando a contribui¢do endotérmica. Na concentragdo de SDS igual a 1,60 mmol
L', os valores da AHap-int s30 endotérmicos, indicando que a contribui¢do entdlpica proveniente
da interacdo mondOmero-mondmero de SDS na interface da CHQ, predomina sobre a
contribuicdo da interacdio CHQ-SDS. Na psp 1,82 mmol L', os valores de AHap-ine diminuem
gradualmente de 0,21 kJ mol ™! até zero, indicando a saturacdo dos agregados de CHQ pelos
monomeros de SDS, e acontece a formacdo de micelas de SDS no sistema (ONESIPPE;
LAGERGE, 2008a, 2008b; THONGNGAM; MCCLEMENTS, 2005). Os valores de AGcac,
AGpsp € AAGyge obtidos pelo ITC foram —35,19 kJ mol!, —20,76 kJ mol™! e —8,43 kJ mol ™,
respetivamente (calculados usando as equagdes A.3-A.6, no anexo C). Estes parametros
termodindmicos sdo negativos, indicando que a interacio CHQ-SDS € um processo espontaneo.
Embora os valores da cac e psp encontrados por ITC e condutividade sejam ligeiramente

diferentes, os valores de AAGag, obtidos pelas duas técnicas sao similares.
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Para avaliar as contribuicdes entédlpicas na interacdo CHQ-SDS, a variacao da entalpia
integral na formacdo dos agregados de CHQ-SDS (AH.g,) foi calculada utilizando o método
proposto por Olofsson e Loh (equacdo A7, anexo C), que expressa a variacdo da entalpia
necessaria para que ocorra a formacdo de um mol de agregados de CHQ-SDS, pela interacao
de mol de mondmeros de SDS, no intervalo de concentracdo cac -psp (OLOFSSON; LOH,
2009). O valor da AHage para 0,05 mg mL™' de CHQ-SDS é —2.11 kJ mol™!, demonstrando que
a agregacdo de SDS na interface da CHQ é um processo exotérmico. O mesmo resultado foi

reportado na interagdo entre o SDS e a dodecil-quitosana (ONESIPPE; LAGERGE, 2008b).

2.4 Raio hidrodinamico e estabilidade dos agregados de SDS-CHQ em soluciao aquosa.

A Figura 34a. mostra o efeito da Csps sobre funcdes de autocorrelacdo de DLS e as
respectivas distribui¢cdes de tamanho dos complexos CHQ-SDS em tampao pH 7,4 no angulo
de espalhamento de 90° e 298,15 K. O tempo de relaxacdo das curvas de autocorrelacao
desloca-se para valores menores com o incremento da Csps, isto €, os agregados CHQ-SDS sao
menores que os agregados de CHQ em auséncia de SDS. Estes resultados s@o facilmente vistos
a partir da distribui¢do do tempo de decaimento no angulo de espalhamento de 90° (Figura 34b).

Os complexos de CHQ-SDS apresentam uma distribui¢do de tamanho bimodal, como
observado com os agregados de CHQ. No entanto, em altas Csps (6,0 mmol L), é possivel
visualizar um terceiro modo em torno de T = 0,025 s, sugerindo a formacao de agregados de
menor tamanho. O respectivo valor de Ry € de 2,10 nm (Figura 34c) (FERREIRA et al., 2015),
sugerindo a formacdo de micelas livres de SDS. Este resultado se encontra em estreita
concordancia com os resultados obtidos com outras técnicas.

A dependéncia angular (entre 30° e 140°) foi utilizada para obter Ry*¢ca usando a
equagao de Einstein-Stokes (Figura S7, anexo C), para o modo lento da distribui¢do de tamanho
(Figura 34d). Assim como também, foi avaliado o efeito da Csps no valor do potencial zeta dos
complexos CHQ-SDS (Figura 34d).

O Ru*®8cq diminui de 123,6 + 4,2 nm para 73,8 + 2,6 nm, com o incremento da Csps
até 1,0 mmol L"! (aproximadamente o valor da cac obtida por condutividade). Sugerindo que a

adsor¢do dos mondmeros de SDS na interface da CHQ leva a um menor tamanho do agregado.
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Figura 34. Efeito da concentragio de SDS sobre; (a) Fungdo de autocorrelagio de DLS gV, (b)
Fungdo de distribuigdo de tempo de decaimento A(t), (c¢) Fungdo de distribuigdo de tamanho A(Ry) dos
agregados de SDS-CHQ em tamp@o pH 7.4 no angulo de espalhamento de 6 = 90° e 298,15 K. d) raio
hidrodindmico real (®) e potencial Zeta { (O) dos agregados de SDS-CHQ. As linhas sélidas servem
apenas como guia visual.
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Por outro lado, o potencial zeta diminui de -5,28 + 0,28 mV para -32,10 + 0,50 mV
com o incremento da Csps até 2,0 mmol L. Assim, provavelmente os grupos sulfato do SDS
permanecem em contato com a fase aquosa, incrementando a repulsio eletrostitica entre os
agregados. Com o incremento da Csps de 2,0 até 6,0 mmol L' o Ry*%.a incrementou
ligeiramente até 84,3 + 2.2 nm (6,0 mmol L' de SDS). O excesso de surfactante e o incremento
da forga idnica pode diminuir a repulsdo eletrostdtica entre grupos negativos (COO™ e S04 ) na

interface do agregado, permitindo atingir um maior tamanho. Além disso, o potencial zeta
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diminui até -36,3 + 0,4 mV com 6,0 mmol L de SDS, ja que a repulsdo eletrostitica da
interface (negativa) diminui a adsorcdo dos monomeros SDS, promovendo a formacdo de
micelas de SDS.

Para determinar a estabilidade cinética dos agregados de CHQ-SDS formados com
diferentes concentracdes de SDS, foi monitorado a evolucdo da Rx**# (modo lento) no angulo
de espalhamento de 6 = 90 ° a 278.15 K no tampao pH 7,4 durante 5 meses por DLS (Figura
35). Verificou-se que sem SDS e com 0.5 mmol L' de SDS o Ry*¢¢ aumentou rapidamente ao
longo do tempo até 670 + 30 nm e 548 + 6 nm, respectivamente. E importante destacar que
apo6s 120 dias foi observada precipitagdo dos sistemas mencionados, no entanto foi reportado o
Ru*¢ dos agregados presentes na fase aquosa. Por outro lado, o tamanho dos agregados com
mais surfactante permaneceu constante e nenhum processo de floculagdo foi observado no

periodo de estudo.

Figura 35. Efeito do tempo no raio hidrodinamico aparente Ry*%¢ das CHQ-SDS em tampao pH 7,4 no
angulo de espalhamento de 6 = 90° a 298,15 K com diferentes concentra¢des de SDS (0 — 6 mmol L!).
As linhas servem apenas como guia visual.
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CAPITULO III

3 NANOPARTiQULAS DE CARBOXIMETIL-HEXANOIL QUITOSANA/ DODECIL
SULFATO DE SODIO: EFICIENTE NANOCARREADOR DA PIRAZOLINA H3TM04
COM ATIVIDADE ANTILEUCEMICA.

Neste capitulo estd descrito o desenvolvimento de Nps de CHQ-SDS e caracterizacdo
por DLS, potencial zeta e TEM. As Nps foram aplicadas na encapsulacdo da pirazolina modelo
H3TMO04 com atividade antileucémica, avaliando o comportamento e a cinética de liberacao in
vitro. Além disso, foram realizados ensaios de citotoxidade das Nps em auséncia e presenca da
pirazolina sob células de leucemia mieloide cronica (K562) e linfoblastica aguda (Jurkat). Além
disso, o efeito citotoxico do composto H3TMO4 foi verificado observando mudancgas

morfoldgicas das células tratadas utilizando microscopia de fluorescéncia.
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3.1Caracterizacio das nanoparticulas

O tamanho das Nps desempenha um papel fundamental no tempo de circulacdo, na
disposicdo e distribuicao nos tecidos bioldgicos, 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 g4 e a A(t) obtido pelo método
CONTIN a 90° e 298,15 K. Para ambas amostras, pode-se observar uma distribui¢do bimodal,
onde o modo lento apresenta menor amplitude no sistema CHQ-SDS-H que nas Nps de CHQ-
SDS. Este resultado sugere que o H3TMO04 promove interagdes hidrofébicas com os
componentes do sistema e diminui a distribuicdo de T das Nps de CHQ-SDS-H em solu¢do

aquosa.

Figura 36. (1) Fun¢do de autocorrelagéo g\ e (2) fungdo de distribui¢do de tempo de decaimento
A(t) obtida pelo método CONTIN no angulo de espalhamento de 90° a 298,15 K para (a) CHQ-SDS e
(b) CHQ-SDS-H em tampao fosfato pH 7,4. Nas duas amostras, o modo lento representa o 98% da

populagido.
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As distribui¢des de 1 apresentadas ndo diferem da A(Rn) obtida, a 90° e 298,15 K
(Figuras 36a e 36b). As Nps de CHQ-SDS e CHQ-SDS-H apresentaram uma distribui¢do
bimodal, indicando duas populacdes em cada amostra. Para analisar a variagdo do raio
hidrodinidmico das nanoparticulas (Ry"P), determinou-se a A(Ry) para CHQ-SDS e CHQ-SDS-
H em tampao fosfato pH 7,4 no angulo de espalhamento de 6 = 90° a 298,15 K (Figura 37).
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Figura 37. Funcio de distribuicdo de tamanho A(Rp) no angulo de espalhamento de 90° a 298,15 K
para (e) CHQ-SDS e (o) CHQ-SDS-H. No interior do grafico mostra-se os Ry de cada distribuicio.
1,2
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O Ry™P da distribuicio 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 sitios hidrofébicos da superficie interna das Nps. Para determinar o raio
hidrodinimico real das Nps (Ru"Preal), medidas de DLS em diferentes Angulos de espalhamento
(30° e 140°) para ambas as amostras foram realizadas (Figuras 38a e 38b). Isto, permite analisar
o comportamento da I" (I'=t"!) para as distribuicdes lentas em fun¢io do quadrado do vetor de
espalhamento q°. (Figuras 38c e 38d).

Os graficos de I vs q° passam pela origem, indicando que o tempo de decaimento das
Nps acontece por difusdo translacional (KORCHAGINA; PHILIPPOVA, 2015). Os
coeficientes de difusdo real das Np (DNPre,1) foram calculados a partir da inclina¢do do grafico
' vs g% obtendo 3.27 x 10712 m s? e 2.79 X 10712 m s para CHQ-SDS e CHQ-SDS-H,
respectivamente. Utilizando os respectivos valores de D™Pru, pode-se calcular 0 Ry Preal
utilizando a equacio de Einstein-Stokes (equagio 6). O Ru™Prea das Nps de CHQ-SDS-H (83,9
+ 1,2 nm) é maior que das Nps CHQ-SDS (71,8 + 0,6 nm). Nao foi possivel determinar o
Ru"Prear para a distribuicio rapida, porque estd populaco no se evidenciou em todos os Angulos

de espalhamentos avaliados.
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Figura 38. Fungio de autocorrelacio g\ e dependéncia da taxa de relaxagio em fungdo do vetor de
espalhamento g2 para (a,c) CHQ-SDS e (b,d) CHQ-SDS-H para diferentes angulos de espalhamento
(variando de 30° até 140°) em tampao fosfato pH 7.4 e 298,15 K. Nas figuras a ¢ b, de (i) para (x)
corresponde aos dngulos de espalhamento 140°, 120°, 100°, 80°, 60° e 40°.
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A morfologia das Nps foi avaliada por TEM. A Figura 39a mostra que as Nps de CHQ-
SDS possuem morfologia esférica com didmetro médio de 70,1 + 2,3 nm (Figura 39b). O raio
médio das nanoparticulas obtidas por TEM (=35 nm) é menor que 0 Ri'Preal obtido por DLS
(71,8 nm). Este resultado era esperado, pois, na técnica de DLS foi avaliado o tamanho das

nanoparticulas intumescidas com solvente, ja na miscroscopia foi determinado o tamanho da

Nps secas.
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Para determinar a carga média na superficie do particulado foram realizadas medidas
de potencial Zeta. Este potencial eletrocinético reflete a diferenca de potencial entre a dupla
camada elétrica das Nps e a camada difusa ao redor do plano de cisalhamento (DEVADASU;
BHARDWAJ; KUMAR, 2013). Na auséncia de H3TMO04, as Nps apresentam um potencial
zeta negativo de -30,8 £ 0,1 mV, devido a presenca de grupos carboxilato da CHQ e sulfato do
SDS na superficie. Por outro lado, o potencial zeta das Nps de CHQ-SDS-H foi de -29,6 + 0,7
mV, sugerindo que a pirazolina ndo afeta a carga superficial das Nps. Portanto, o H3TM04 deve

estar em maior propor¢do no interior da particulas e ndo se encontra exposto a fase aquosa.

Figura 39. (a) Imagens de microscopia eletrénica de transmissio (TEM) das nanoparticulas CHQ-SDS,
utilizando como contraste acetato de uranilo. O inset em (a) mostra uma nanoparticula com morfologia
esférica. (b) Distribui¢do de tamanho de CHQ-SDS com didmetro meio de 70,1 +2,3 nm
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Considerando que a estabilizagdo das Nps ocorre apenas por estabilizagdo
eletrostatica, os valores do potencial zeta estdo dentro da faixa de boa estabilidade para sistemas
coloidais, pois nanomateriais com valores de potencial zeta entre -30 mV e 30 mV apresentam
boa estabilidade em solugdo aquosa, mantendo os sistemas dispersos € estdveis por longos
periodos de armazenamento (DEVADASU; BHARDWAJ; KUMAR, 2013). Estes resultados
do potencial zeta encontram-se em concordancia com os valores (-42 a -23 mV) reportados por
Liu et al., para Nps de CHQ com diferentes graus de substituicdo dos grupos hexanoil e
carboximetil (LIU et al., 2008). Além da boa estabilidade, Nps com superficie negativa
apresentam maior tempo de circulacdo e distincia percorrida dentro de tumores em comparacao

com Nps com superficie positiva, permitindo aumentar a probabilidade de atingir o tecido
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tumoral interno (DEVADASU; BHARDWAJ; KUMAR, 2013; KORCHAGINA;
PHILIPPOVA, 2015).

A estabilidade cinética das dispersdes de CHQ-SDS e CHQ-SDS-H foi avaliada
seguindo a evoluc¢do da distribuicao de tamanho durante o tempo de armazenamento. Verificou-

se que para ambas as amostras nao houve mudanga significativa na distribuicdo de tamanho ao

longo de 90 dias (Figura 40).

Figura 40. Efeito do tempo de armazenamento sobre o raio hidrodindmico das nanoparticulas de (e)
CHQ-SDS e (o) CHQ-SDS-H em tampéo pH 7,4 no angulo de espalhamento 6 = 90° e 298,15 K. As
linhas sélidas servem apenas como guia visual.
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3.2 Eficiéncia de encapsulacao (% EEnps)

A eficiéncia de encapsulacao do H3TMO04 nas Nps foi determinada por espectroscopia
de emissao fluorescéncia usando uma curva de calibragdo de padriao externo (Figura 41). A
% EENps usando 1200 pmol L' de H3TMO04 foi de 96,8 + 0,1%, indicando que as Nps de CHQ-
SDS podem fornecer alta eficiéncia no encapsulamento de compostos hidrofébicos, como a
pirazolina testada. Liu e et al. encapsularam DOX em Nps de CHQ, reportando que,
aumentando a porcentagem de grupos hexanoil no polimero de 0 a 48%, a porcentagem de
encapsulacdo aumenta de 26,3 para 46,8% (LIU et al., 2008). Portanto, o valor da % EEnps
obtido neste estudo, pode ser atribuido ao ambiente hidrofobico microheterogéneo formado
pela interacdo 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 hipétese,

experimentos para determinar o microambiente do H3TMO04 nas Nps foram realizados.
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Para determinar a polaridade do ambiente microheterogéneo ao qual o H3TMO04 ¢
exposto dentro das Nps, foram obtidos espectros de emissao de fluorescéncia do H3TMO04 nos

agregados de CHQ (aq) e nas Nps CHQ-SDS (CHQ-SDS-H).

Figura 41. (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia do H3TMO04 em acetonitrila (os espectros de
(i) para (x) correspondem a 0,04 para 0,27 ug mL! de H3TMO04). (b) Curva de calibragdo de H3TM04
em acetonitrila. A linha vermelha corresponde ao ajuste linear.
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3.1 Localizacado do H3TM04 nas nanoparticulas.

Este método permite identificar a localizacao do sitio de ligacdo do farmaco dentro
dos nanoagregados, com base no perfil do espectro de emissdo de fluorescéncia de misturas
dgua/dioxano com polaridade conhecida (GHOSH et al., 2014; MONDAL; GHOSH;
MUKHERIJEE, 2016; PAUL; GUCHHAIT, 2011). A Figura 42a apresenta os espectros de
emissao de fluorescéncia do H3TMO04 em vérias misturas dgua/dioxano, com proporc¢des entre
10 e 90% de dioxano.

A emissdo de fluorescéncia aumenta com o aumento da concentracao de dioxano na
mistura, com deslocamento do comprimento de onda maximo para o azul (Agy, M%), devido a
diminuicio da polaridade do ambiente microheterogéneo do H3TMO04. O Ag,, M**, foi
correlacionado com o parametro de polaridade equivalente as misturas de 4gua / dioxano E1(30)

(Figura 42b), previamente reportados por Kosower et al. (GHOSH et al., 2014).
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Figura 42. (a) Espectros de emissdo de fluorescéncia de H3TMO04 em diferentes propor¢des dgua-
dioxano (os espectros de (i) para (x) correspondem a porcentagem de dioxano (v/v) 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80 e 90). (b) Comprimento de onda méximo da emissdo de fluorescéncia do H3TMO04 versus a
energia de transicdo E1(30) do H3TMO04 em diferentes proporcdes de dgua-dioxano (10 a 90% de
dioxano). A linha vermelha corresponde ao ajuste linear.
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Assumindo que este comportamento possa ser aplicado aos nanoagregados, por
interpolacdo do Agy, M9, é possivel determinar o valor de E1(30) do H3TMO04 dentro dos
nanoagregados de CHQ e das Nps de CHQ-SDS. O valor E1(30) para um solvente € definido
como a energia de transi¢do para a banda de absorcao de maior comprimento de onda do corante
betain (2) piridinium-N-fen6xido em kcal mol™!. O Ex(30) calculado para H3TM04 no CHQ e
CHQ-SDS foi de 57,5 e 54,7 kcal mol’, respectivamente. Considerando que o Er(30) da dgua
é 61,1 kcal mol! e do dioxano é 36,1 kcal mol™!, o H3TMO04 encontra-se num microambiente
menos polar no CHQ-SDS que no CHQ. Além disso, esses resultados demonstram que o
H3TMO04 se encontra dentro das Nps, indicando que as cadeias hidrofébicas dodecil do SDS

incrementam os nichos hidrofébicos no particulado.

3.2 Liberacao de H3TM04 - estudo in vitro

Estudos de liberagdo e cinética in vitro foram realizados para determinar a capacidade
dessa nova formulagdo em modular a liberacao do composto ativo (FIGUEIREDO et al., 2017;
WONG; CHOI, 2015). A Figura 43 mostra o perfil de liberacio do H3TMO04 encapsulado nas
Nps de CHQ-SDS e o H3TMO04 livre em acetonitrila durante um periodo de 72 h. Nas primeiras



94

5 h, 98,3 £0,1% do H3TMO04 nao encapsulado foi liberado e apenas 2,4 + 0,2% do H3TMO04
foi liberado das Nps, verificando-se o processo de liberacdo controlada do composto quando
encapsulado. Nas Nps, a liberacio do H3TM04 aumentou para 24,9 + 3,1% ap6s 24 h. A

liberagdo continuou aumentando gradualmente, até atingir 86,6 + 11,3% apds 72 h.

Figura 43. Perfil de liberacéo in vitro de H3TMO04 de (o) CHQ-SDS e (o) H3TMO04 livre em tampao
pH 7,4 com dodecil sulfato de sédio a 0,5% (m/v) para atingir as condi¢gdes Sink. Os resultados sdo
mostrados como a média + DP de pontos em triplicata e as linhas as linhas s6lidas servem apenas como
guia visual.
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De acordo com a literatura, a entrega controlada de um composto ativo é uma
caracteristica dos derivados de quitosana. Por exemplo, Zhang et al., relataram um perfil de
liberacdo controlado em torno de 72 h para docetaxel em Nps de carboximetil quitosana
(ZHANG et al., 2017). Resultados semelhantes foram relatados na liberacio de DOX em Nps
de CHQ, onde aproximadamente 60% do DOX foi liberado ao longo de 72 h. O perfil de
liberacdo obtido neste estudo indica que as Nps de CHQ-SDS podem ser utilizadas para o
fornecimento controlado de H3TMO04 ou farmacos terap€uticos com estrutura molecular
semelhante. A liberacdo controlada do farmaco ativo, € um fator muito importante no
tratamento contra o cancer, pois uma liberacdo rapida poderia promover exposicao sistémica,
levando efeitos colaterais (WANG et al., 2017). Esta situacdo € muitas vezes o motivo, da falha
nas quimioterapias, uma vez que as concentracoes do farmaco podem flutuar amplamente entre
o nivel sub-terapéutico e o nivel téxico do farmaco durante o tempo de administragdo, tornando

necessario fornecer o composto ativo continuamente ao paciente. Além disso, os efeitos

colaterais causados pelo farmaco livre, como a morte de células da medula 6ssea, podem proibir
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a finalizacdo do tratamento por parte do paciente. Por outro lado, na liberacdo controlada, a
concentracdo do farmaco ndo apresenta essas flutuagdes, gerando efeitos benéficos como;
menor quantidade de farmaco fornecido, menos efeitos colaterais e finalizagdo do tratamento
terapéutico por parte do paciente (UHRICH et al., 1999).

A liberacdao do farmaco pode ocorrer por meio de um mecanismo complexo que
envolve véarios processos, como difusdo de 4dgua na matriz polimérica, intumescimento do
polimero, dissolu¢do do farmaco, degradacao e/ou erosdo do polimero (KAMALY et al., 2016;
LANGER, 1990). Para determinar a cinética associada e o mecanismo de liberacdo do
H3TMO04, os modelos de ordem zero, pseudo-primeira ordem, Higuichi e lei de poténcia foram
aplicados aos dados de liberacdo do farmaco (DAS; KASOJU; BORA, 2010; MUHSIN et al.,
2016; TIGLI AYDIN; PULAT, 2012). A Tabela 2 apresenta as constantes de liberacio,
expoente de liberacio (n) e coeficientes de regressio linear (R?) dos modelos aplicados.

O mecanismo envolvido na liberacdo do H3TMO04 das Nps de CHQ-SDS foi
governado pelo modelo de lei de poténcia (melhor ajuste, com R?=0,9991). A constante da
velocidade de liberacdo aparente do modelo da lei de poténcia e o expoente de liberagcdo (n)
foram 1,44 x 10~% h'' e 1,327, respectivamente. O baixo valor da constante de velocidade
confirma que a liberacdo do H3TMO04 ocorreu numa taxa lenta (MUHSIN et al., 2016).

Os mecanismos associados a liberagdo do composto podem ser conhecidos a partir do
valor do expoente de liberacdo (n): onde n=0,45 corresponde a um mecanismo de difusdo
Fickiana ou libera¢do controlada por difusdo; n=0,45-0,89 corresponde ao transporte nao-
Fickiano (difusdo andmala) ou liberacao controlada por difusao e erosdo; n=0,89 refere-se a um
mecanismo de caso II (determinado pelo relaxamento de polimero ou o processo de
intumescimento; e n> 0,89 refere-se a um mecanismo de super caso II (transporte ou liberagao
do composto por erosdao) (DAS; KASOJU; BORA, 2010; MUHSIN et al., 2016). Portanto, de
acordo com os resultados do expoente de liberacdo, a liberacio do H3TMO04 nas Nps de CHQ-

SDS ocorre por meio de um mecanismo controlado por erosao.
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Tabela 2. Parametros cinéticos da liberacao de H3TMO04 de nanoparticulas de CHQ-SDS em
tampdo pH 7,4 com dodecil sulfato de sédio a 0,5% (m/v).

Modelos matematicos para cinética de liberagdo do H3TMO04

Ordem zero Pseudo-primeira Higuchi lei de poténcia
k0 ki kn k
R2 2 2 R2 n
(10x72h™1) (10x~2 1) (10x~2 h™1) (10x5h™1)
1,224 0,9893 5,624 0,8405 1,060 0,8652 1,440 0,9901 1,327

ko, k1, kv e k s@o as constantes de taxa de liberagc@o aparente dos respectivos modelos
matematicos e n é o expoente de liberacao do modelo da lei de poténcia.

De acordo com o modelo da lei de poténcia, o mecanismo de liberacao controlado pela
erosdo das Nps, depende de dois fatores: 1) a difusdo andmala nao-Fickiana (isto €, uma difusao
nao diretamente proporcional ao gradiente de concentragdo) e ii) a erosao e desaglomeracao das
nanoparticulas. A difusdo andmala depende de varios fatores, como o grau de intumescimento,
dissolucdo de cadeias poliméricas e alteragcdes morfoldgicas na matriz polimérica (KAMALY
et al.,, 2016; MU et al.,, 2016). Ao mesmo tempo que acontece o intumescimento das
nanoparticulas, incrementa a concentragdo de dgua no particulado tornando pouco favoraveis
as interagdes polimero-polimero, e levando a separacdo das cadeias poliméricas e a lenta
desaglomerac¢do da nanoparticula. Este mecanismo de entrega foi relatado para outros sistemas
de biopolimeros, e é apropriado para entrega controlada de drogas devido a protecdo do farmaco
do microambiente fora da nanoparticula (FONSECA-SANTOS; CHORILLI, 2017; KAMALY
et al., 2016).

3.3 Efeito citotéxico das nanoparticulas de CHQ-SDS com H3TM04 frente as linhas
celulares de leucemia

Apesar de sua ampla aplicacio, o SDS € considerado um surfactante téxico, limitando
seu uso nos campos farmacéuticos e biologicos (DONG et al., 2009). Ensaios de citotoxicidade
sdo amplamente utilizados para avaliar a possivel aplicacdo de Nps em sistemas bioldgicos
(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 presenca de H3TMO04. A Figura 44 apresenta os resultados de viabilidade
celular das células Jurkat expostas a diferentes concentracdes de CHQ (0 a 50 ug mL™") e SDS
(0 a 60 umol L'!) por 24 h de incubacio.
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Os resultados evidenciaram que o SDS na concentracdo de 60 pmol L! & citotéxico
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 nao sdo citotoxicos frente as células Jurkat nas concentracOes testadas, uma vez
que nenhum efeito notdvel na viabilidade celular foi observado e nao houve diferenca
significativa com relagdo ao grupo de controle. Assim, as Nps de CHQ-SDS sao biocompativeis

com as células Jurkat e podem ser aplicadas em ensaios bioldgicos.

Figura 44. Citotoxicidade dos agregados de CHQ (Agg CHQ), nanoparticulas de CHQ-SDS e SDS
frente a linha celular de leucemia Jurkat por 24 h. Os resultados sdo a média + DP de pelo menos 4
experimentos independentes. *p>0,05 em comparacdo aos grupos controle, usando um ANOVA,
seguido do teste post-hoc de Bonferroni
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Calejo et al., demonstraram que a toxicidade dos surfactantes da lisina frente 4s células
HeLa é reduzida na presenca de etil(hidroxietil) celulose devido a interacdo favoravel entre o
biopolimero e o surfactante, levando a formacdo de micelas mistas (CALEJO et al., 2013).
Assim, os mondmeros de surfactante encontram-se menos disponiveis para interagir com a
membrana celular, diminuindo a toxicidade (CALEJO et al., 2013). Portanto, as Nps de CHQ-
SDS com 60 umol L' de SDS nio so téxicas para as células Jurkat. Com base na interpretagio

descrita por Calejo et al., a forte interacio CHQ-SDS, as moléculas de SDS encontram-se
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menos disponiveis para interagir com a membrana celular, reduzindo a ocorréncia de morte
celular. A interacdo favoravel CHQ-SDS foi relatada por Chamorro et al. (RENGIFO et al.,
2019), encontrando que a interag@o hidrofébica entre o CHQ e o SDS promove a agregacdo e
formagdo das Nps, diminui o raio hidrodinamico e aumenta a estabilidade dos nanoagregados
em solucao aquosa. Assim, as Nps de CHQ-SDS podem ser aplicadas para controlar a entrega
do H3TMO04 em células leucémicas na faixa de concentragdo testada.

Com o objetivo de avaliar o efeito citotoxico do H3TMO04 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 concentragdes de H3ITMO04 (5 a 50 umol L) por 24, 48 e 72 h (Figuras 45).

Figura 45. Citotoxicidade de H3TM04 encapsulado nas nanoparticulas de CHQ-SDS frente dois tipos
de linha celular de leucemia: a) Jurkat, (b) K-562 (c) B16F10. Os resultados sdo a média + DP de pelo
menos 4 experimentos independentes. *p>0,05; **p>0,01; ***p>0,001 em comparagdo 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 citotéxico em ambas as linhagens de
células de leucemia e de melanoma, de maneira dependente da concentracdo e do tempo. Estes
resultados permitiram calcular os valores de ICso apresentados na Tabela 3 e compard-los com
os valores de H3TMO04 livre, reportados anteriormente por Stefanes et al (STEFANES et al.,
2019).

Tabela 3. Valores de ICsp para H3TMO04 livre e encapsulado nas Nps de CHQ-SDS frente as células
K-562 e Jurkat, com tempos de encubacio de 24,48 e 72 h.

Tempo ICso H3TM04 (umol L1)? ICso H3TMO04(umol L1)?
de incubagdo (h) 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 1991 £ 1,45
72 15,13 + 1,05 15.65+0,51 15,69 + 0,98 12,26 + 0,69

Células de camundongo B16F10

ICso H3TMO04(umol L1)? ICso H3TMO04(umol L1)?
24 98,7+1,6 45,8 £2,3
48 72,7+24 37,8124
72 62,5+1,3 31,5+1,5

*Valores de ICso reportados por Stefanes et al (STEFANES et al., 2019)

Os resultados de ICsp para o H3TMO04 na forma livre e dentro das Nps de CHQ-SDS-
H contra ambas as células testadas sdo similares por 24, 48 e 72 h de incubacgdo, exceto para as
células Jurkat apds 24 h e K-562 apds 72 h incubacdo. No caso das células Jurkat, o ICso para
as Nps de CHQ-SDS-H é menor (19,32 + 1,01 pmol L'!) em comparagdo com o composto livre
(32,05 + 1,06 umol L), indicando que as Nps CHQ-SDS aumentam a citotoxicidade do
H3TMO04 em relagdo as células Jurkat. Além disso, considerando que menos de 30% do
H3TMO04 foi liberado das nanoparticulas em tampao fosfato pH 7,4 ao longo de 24 h
(Figura 43), a citotoxicidade do H3TMO04 € maior quando estd encapsulado.

E importante ressaltar que para as células K-562, a maior diferenca nos valores de ICso
do composto livre (15,65 + 0,51 pmol LYeo composto encapsulado (12,26 + 0,69 umol L
foi observada apenas ap6s 72 h de incubacdo. Esta diferenca entre os resultados obtidos para as

duas linhagens celulares pode ser explicada pelas particularidades de cada tipo de célula. A
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célula K-562 € classificada como leucemia mieléide cronica em crise bldstica que tende a ser
mais agressiva e resistente ao tratamento do que as células Jurkat (MAIORAL et al., 2013).

Por outro lado, nas células de melanoma, quando o H3TMO04 foi incorporado nas Nps,
os valores de ICso diminuiram aproximadamente 50% em relagdo aos do composto livre (Tabela
3), indicando que proporcionaram uma entrega controlada do H3TMO4 nas células de
melanoma. Independentemente do tempo de incubacdo, as Nps mostraram-se mais ativas que o
composto livre, possivelmente pelo aumento da taxa de internalizagdo celular.

A capacidade das Nps contendo H3TMO04 para induzir alteragdes morfolégicas nas
células Jurkat e K-562 foi avaliada utilizando a marca¢do com acridina laranja/brometo de
etidio (Figura 46).

Figura 46. Deteccio do apoptose em células K-562 e Jurkat utilizando o ensaio de marcagdo com laranja
de acridina / brometo de etidio.
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As células controle, quando estdo marcadas com laranja de acridina, exibiram
coloracdo verde e integridade dos nucleos celulares, indicando viabilidade celular. As células
tratadas com Nps de CHQ-SDS-H por 24 h apresentaram alteragdes morfoldgicas quando
comparadas com as células controle. Nas células verdes, a membrana encontra-se intacta, mas
apresenta condensagdo da cromatina e fragmentagdo nuclear. As células marcadas com brometo
de etidio (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
H3TMO04 livre nestas linhagens celulares. Estes resultados permitem concluir que as Nps

entregam ou liberam o composto ativo H3TMO04 nas células Jurkat e K-562.
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CAPITULO IV

4 NANOFIBRAS DE PEO-QUITOSANA CONTENDO NANOPARTICULAS DE
CARBOXIMETIL HEXANOIL QUITOSANA/DODECIL SULFATO CONTENDO A
PIRAZOLINA H3TM04

Neste capitulo, Nps de CHQ-SDS-H foram dispersas em Nfs de PEO-quitosana
(PEOChNp) biodegraddveis. O nanomaterial foi formado por co-eletrospinning em solucdo
aquosa. As propriedades estruturais e morfoldgicas das Nfs PEOChNp foram investigadas por
FEG-SEM, TEM, AFM, FTIR, DSC e TGA. As Nfs PEOChNps mostraram uma estreita
distribuicao de tamanho (197,8 £ 4,1 nm) com distribui¢do homogénea das Nps no interior das
Nfs. A liberacdo controlada do H3TMO04 da dupla barreira (Nps/Nfs) acontece por mecanismos
de difusao e erosdo durante 120 h. Além disso, a taxa de transferéncia do H3TMO04 através da
epiderme (liberacdo ex vivo) também foi avaliada quando as Nfs de PEOChNp sdo utilizadas
como carreador. Ensaios de citotoxicidade in vitro demonstraram que a incorpora¢do do
H3TMO04 nas Nps aumenta o efeito citotéxico sobre células de melanoma B16F10. Estes
resultados sugerem que as Nfs propostas podem ser usadas para liberagdo controlada de

farmacos na quimioterapia local da pele.
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4.1 Morfologia de nanofibras formadas.

A encapsulagdo do H3TMO04 livre e a dispersdo das Nps de CHQ-SDS-H nas Nfs de
PEOCh podem alterar a morfologia das Nfs, medidas de FEG-SEM e AFM foram realizadas
para cada tipo de Nf. A Figura 47 (a-f) apresenta as imagens de FEG-SEM da Nfs (PEOCh,
PEOCh-H3, PEOChNp) preparadas por eletrofiacdo, assim como também ¢é reportada a

distribui¢do de didmetro correspondente.

Figura 47. Morfologia e distribuicdo de didmetro das nanofibras de PEOCh, PEOCh-H3 e PEOChNp.
Imagens de FEG-SEM (a) PEOCh, (b) PEOCh-H3, (¢) PEOChNp. (d-f): Distribuicio de tamanho

correspondente das nanofibras (a)-(c). (g-i): Imagens de AFM correspondentes (4rea escaneada: 10 um
x 10 um) das (a)-(c).
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As Nfs mostraram-se continuas, sem beads, geometricamente uniformes e com
superficie regular. O didmetro médio das Nfs de PEOCh ¢é de 157,1 £ 5,0 nm. A encapsulacio
do H3TMO04 livre nas Nfs de PEOCh (PEOCh-H3) aumentou o valor médio da distribuicao de
tamanho em aproximadamente 2 nm (159,2 + 5,8 nm, Figura 47e.); porém, estd diferenca nio
¢ estatisticamente significativa (p> 0,05). Por outro lado, a distribui¢do de diametro das Nfs
PEOChNp apresentou um aumento considerdvel do didmetro médio (197,8 + 4,1 nm),
sugerindo que as Nps foram incorporadas com sucesso nas Nfs. Imagens amplificadas de FEG-
SEM nao mostraram diferengas morfoldgicas entre as trés Nfs (Figura S1. Anexo D). Imagens
de AFM confirmaram a morfologia cilindrica das Nfs e evidenciaram a topografia dos
nanomateriais (Figura 47 (g-i)). As Nfs mostraram uma rede continua e tridimensional
semelhante a 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 colis@o das fibras préximas. O perfil de AFM de uma Nf de
PEOCh, quando comparado ao FEG-SEM da mesma amostra, mostrou que isto acontece pelo
emaranhamento de vérias Nfs (Figura S3. Anexo D).

As Nfs de PEOChNp apresentaram uma superficie lisa e sem aglomeracdo de Nps,
indicando que as Nps de CHQ-SDS-H ndo se acumulam em altas proporcdes na superficie das
Nfs e exibem uma distribuicao preferencial dentro das mesmas. Estes resultados foram
comprovados por TEM (Figura 48c), onde as imagens obtidas mostraram que as Nps de CHQ-
SDS-H tém uma distribui¢ao 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 capitulo 2, foi reportado o
diametro médio das Nps de CHQ-SDS-H fora das Nfs por TEM (70,1 £ 2,3 nm). O tipo de
preparagdo das Nps pode explicar as diferencas de tamanho. Durante o processo de eletrofiacao,
as Nps foram comprimidas ou o baixo contraste das Nps dentro das Nfs ndo permitiu identificar
exatamente a interface do material. Para nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que
relata uma distribuicdo homogénea 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 homogénea, onde os unimeros de quitosana e as moléculas de H3TMO04 estdo
distribuidas uniformemente pela matriz do PEO (Figuras 48a e 48b). A reprodutibilidade do
material foi avaliada coletando amostras em diferentes tempos, entre 2 € 8 h, demonstrando que

as Nps encontram-se distribuidas no nanomaterial (Figura S4. Anexo D).
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Figura 48. Imagens de TEM das nanofibras de (a) PEOCh, (b) PEOCh-H3, (c) PEOChNp. Dentro de
cada imagem de TEM encontra-se o dngulo de contato da 4gua com o nanomaterial correspondente.
(d): distribuicdo de didmetro da nanoparticulas de CHQ-SDS-H dentro das nanofibras de PEOChNp.
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As interagdes entre as Nfs e pele sdo influenciadas pela molhabilidade da superficie
das Nfs, o qual afeta a taxa de transferéncia do H3TMO04 das Nfs para a pele. A presenga de
H3TMO04 nas Nfs de PEOCh reduziu o 4ngulo de contato de 43,2 + 0,3 para 30,6 + 0,1 (Figuras
48a e 48b). A interagdo favordvel H3TMO4-quitosana no interior das Nfs e o aumento da
concentragdo de PEO superficie das Nfs explicariam a redu¢io no angulo de contato, bem como
a natureza hidrofébica do H3TMO04. Por outro lado, o dngulo de contato ¢ 47,99 + 0,5 (Figura
48c) quando o H3TMO04 encontra-e nas Nps CHQ-SDS-H e disperso nas Nfs. Nessa situacio,
€ de esperar que ndo hé interacdo do H3TMO04 com os polimeros PEO e quitosana. Por tanto,
as cadeias hidrocarbdnicas dos grupos hexanoil da CHQ e do SDS na interface das Nps
aumentariam a hidrofobicidade na superficie das Nfs, e assim, o incremento do angulo de

contato.
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Os espectros de FTIR (Figura 49a) dos compostos H3TMO04, PEO, quitosana, e as Nfs
PEOCh, PEOCh-H3 e PEOChNp foram obtidos para avaliar a estrutura quimica das Nfs.

Figura 49. Caracterizagdo de H3TMO04 (azul), quitosana pura (vermelho), PEO puro, nanofibras de
PEOCh (verde), PEOCh-H3 (cinza) e PEOChNp (rosa) por: a) Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), b) Andlise termogravimétrica e ¢) Calorimetria diferencial de varredura

(DSC).
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O espectro de FTIR de quitosana pura apresentou as bandas caracteristicas, as quais
foram analisados no capitulo 2. No espectro de FTIR do PEO, a absor¢io em 2885 cm™ foi
atribuida ao alongamento das unidades CHa, ¢ picos agudos em 1461 ¢ 1356 cm™ foram
atribuidos a deformagiio de C-H dos grupos metila. Bandas em 1272 ¢ 1095 cm™ estdo
relacionadas as vibracoes de estiramento C-O-C. Nas Nfs (PEOCh, PEOCh-H3 e PEOChNp),

bandas caracteristicas de quitosana e de PEO podem ser observadas, onde a banda em torno de
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3405 cm™ corresponde ao alongamento N-H e O-H da quitosana. As bandas em 1341 e
1096 cm™! correspondem 2 deformacdo C-H dos grupos metila, e as vibragdes de estiramento
C-0O-C do PEO, respectivamente (RENGIFO et al., 2019).

A presenca do H3TMO04 nas Nfs PEOCh-H3 e PEOChNp ndo foi detectada por
espectroscopia ATR-FTIR e/ou FTIR, o que pode ser atribuido a baixa concentragdo 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 evaporacdo da dgua aprisionada
na quitosana, enquanto o segundo € atribuido a degradagdo das cadeias da quitosana e a
formacdo de residuo carbonoso (36%). Por outro lado, a perda de massa de PEO (95%) na faixa
de 267-470 °C deve-se a sua decomposi¢do, o qual ja € relatado na literatura por Darbasizadeh
et al. (DARBASIZADEH; MOTASADIZADEH; FOROUGHI-NIA, 2018). As Nfs mostraram
os dois eventos caracteristicos de perda de massa anteriormente atribuidos aos polimeros:
degradacao da quitosana (entre 265-380 “C) e PEO (entre 386—460 ‘C). Por outro lado, as Nfs
(Tmax=428,5 "C) foram mais estaveis do que os polimeros isoladamente (Tmax PEO =424,2 °C
€ Tmax quitosana = 318,3 °C). A inclusdo de Nps ou H3TMO04 nas Nfs nao resultou em nenhuma
diferenca relevante no perfil térmico.

O comportamento térmico das Nfs também foi avaliado por DSC (Figura 49¢). O PEO
exibiu um pico endotérmico em 57,24 °C atribuido a temperatura de fusdo do polimero. Por sua
vez, a quitosana, apresentou um pico endotérmico em 84,01°C, atribuido a evaporagdo da dgua
aprisionada (também observada na andlise de TGA). Nas Nfs, o ponto de fusdo do PEO ¢é

aproximadamente o mesmo, indicando que ndo foram observadas altera¢des substanciais.

4.2 Eficiéncia de encapsulacio (% EENfs) e estudo de liberacao in vitro do H3TM04

O % EEnts de H3TMO04 nas Nfs (PEOCh-H3, 84,11 + 0,23%) foi superior ao % EEngs
obtido para as Nps de CHQ-SDS-H dispersas nas Nfs (PEOChNp, 79,45 + 0,48%). A
metodologia utilizada para encapsular o H3TMO04 e depois dispersa-lo nas Nfs teve mais etapas

do que a dispersao do farmaco livre, o que justificaria o % EE obtido. O fato € que, comparando
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com a literatura, a quantidade encapsulada € maior do que a usual para Nfs de quitosana (CHEN;
HUANG, 2016; MENG et al., 2016).
A liberacdo in vitro do composto a partir de PEOCh-H3 inicialmente teve um burst

seguido da liberacdo de aproximadamente 80% do composto nas primeiras 24 h (Figura 50).

Figura 50. Perfil de liberacdo in vitro de H3TM04 em (@) nanofibras PEOCh-H3 e (e) nanofibras
PEOChNp em tampao fosfato pH 7,4 com 0,5% (m/v) de SDS para atingir as condi¢des Sink. Os
resultados sdo apresentados como o valor médio + DP de 3 experimentos independentes, as linhas
solidas apenas servem como guia visual.
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Quando o composto encontra-se no sistema PEOChNp, o burst inicial foi menor e a
liberagdo nas primeiras 24 h foi de apenas 20%. O burst inicial pode ser atribuido a moléculas
de H3TMO4 que ja foram liberadas das Nps, no processo de eletrofiacio, mas ainda
permanecem aprisionadas nas Nfs. Apdés 132 h, 80% da quantidade total de H3TMO04
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 liberacdo lenta e continua do
composto ativo, o qual é desejdvel para sistemas de liberacao controlada.

Quatro modelos cinéticos (ordem zero, pseudo-primeira ordem, modelo de Higuichi e
modelo lei de poténcia) foram considerados para avaliar o mecanismo de liberagao do H3TM04
das Nfs e os parametros cinéticos foram calculados ajustando os modelos aos dados
experimentais (Figura S6. Anexo D). Os valores da constante de liberacdo, expoente de
liberacdo (n) e coeficientes de regressao (R?) foram calculados separadamente (Tabela 4). O
modelo de Higuichi mostrou o melhor ajuste para ambos os sistemas, mas a modelo lei de

poténcia também ofereceu um bom ajuste.
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Tabela 4. Pardmetros de liberacao do H3TMO04 nas Nfs de PEOCh-H3 e PEOChNp.

Modelos matematicos

Pseudo- . . A
Ordem zero Higuichi lei de poténcia
primeira
k0 k k k
Nfs L. R ! R? " R? R? n
0™ A7) 10x72h7t) (10x72 p71) (10x~2 1)
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

ko, ki “ka” e “k” representa as constantes aparentes de liberacdo respectivas para cada modelo
matemadtico, e n € a constante de liberacdo do modelo lei de poténcia.

O modelo lei de poténcia supde que a difusdo do composto da matriz polimérica
acontece somente num unico plano da matriz (DARBASIZADEH; MOTASADIZADEH;
FOROUGHI-NIA, 2018). O valor, n = 0,95 foi obtido para as Nfs PEOChH3, indicando que a
liberacao H3TMO04 foi controlada pela erosdo das Nfs poliméricas. No processo de erosio, o
intumescimento, a difusdo do composto e a degradacdo do polimero também devem acontecer
e afetar o processo de liberacao.

Nanosistemas de polimeros hidrofilicos, como PEO e quitosana, absorvem 4gua
promovendo o intumescimento e a liberacdo inicial do composto na interface das nanofibras
(liberagdo inicial, burst). Subsequentemente, a superficie € corroida, seguida por uma difusao
continua e controlada do H3TMO04 (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 liberacdo do composto
ocorre por um mecanismo de difusdo Fickiana, assim como também: i) A quantidade de
H3TMO04 nas Nfs é maior que a solubilidade do H3TMO04 no meio de liberagdo, i1) As Nfs sdo
muito maiores do que as moléculas H3TMO04, iii) O H3TMO04 difunde a uma taxa constante
(proporcional ao gradiente de concentracdo) e, iv) A liberacao € limitada pelas condicdes Sink
do sistema (CHEN; HUANG, 2016). Por outro lado, os dados experimentais também
apresentam uma boa correlacdo com o modelo lei de poténcia, indicando uma difusdo anomala

ndo-Fickiana. Este resultado oposto, pode ser explicado pelo burst inicial (um fendmeno nio
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abordado por qualquer um dos modelos aplicados), sendo assim uma mistura de mecanismos,
tanto Fickiano quanto ndo-Fickianos. Portanto, a complexidade da dupla barreira de liberacao

(Nps/Nfs) médscara o mecanismo real de liberacao de composto ativo.

4.3 Estudo de permeacao de pele humana ex vivo

O estudo de permeacdo cutanea foi realizado para avaliar o efeito das Nps e Nfs na
permeacdo do H3TMO4 através das camadas de pele humana. A quantidade de H3TMO04
permeada foi avaliada a partir de uma solugdo de propilenoglicol (H3TMO4 livre) e da
suspensao das Nps CHQ-SDS-H. Ap6s 7 h, o H3TMO04 nao foi detectado no fluido receptor;
no entanto, foi quantificado na pele tratada com Nps (Figura 51a).

A alta massa molar do H3TMO04 (408,17 gmol') provavelmente dificultou a
permeacdo/retencdo na pele quando € aplicado na solu¢@o de propilenoglicol (IQBAL et al.,
2018). As Nps, por sua vez, aumentaram a retencdo do H3TM04 em ambas as camadas da pele
(derme e epiderme). Estudos de literatura t€ém relatado um aumento na permeacao cutianea de
moléculas quando elas sdo incorporadas em nanocarreadores (KHAN et al., 2015; PALMER;
DELOUISE, 2016). Caracteristicas de Nps, tais como composi¢ao, tamanho, forma e eficiéncia
de encapsulacdo de farmacos estdo frequentemente relacionadas com o grau de permeacao.
Estes sistemas podem aumentar a permeabilidade da pele, principalmente aumentando a
solubilizacdo do farmaco, dividindo o farmaco nas camadas da pele e/ou proporcionando uma
fluidez dos lipidos da pele (PROW et al., 2011).

Em relac@o aos resultados de retencdo de pele, foi encontrada uma maior quantidade
de H3TMO04 na epiderme (3,08 + 0,67 ug/cm?) em relacio a derme (1,60 + 0,32 pg/cm?) quando
se utilizam as nanoparticulas CHQ-SDS-H como carreador da pirazolina. Esses resultados
podem estar relacionados a hidrofobicidade do composto ativo, levando a uma maior afinidade
pela epiderme, que € a camada mais lipofilica da pele (PATHAK; THASSU, 2015; PROW et
al., 2011). Experimentos de microscopia de fluorescéncia confirmaram os resultados analiticos.
As imagens mostraram uma maior distribuicdo de fluorescéncia através da pele tratada com
Nps (Figura 51b). Além disso, a pele ndo tratada e a pele tratada com H3TMO04 em solugdo de
propilenoglicol mostraram uma intensidade de fluorescéncia semelhante a pele (nao foi
detectado o composto). A intensidade de fluorescéncia das amostras de pele tratadas com Nps
e Nfs foi superior a da pele tratada com H3TMO04 livre, particularmente na camada mais externa

da pele (estrato cérneo) (PROW et al., 2011).
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Os perfis de permeagdo cutinea das Nfs estdo de acordo com os estudos de liberacio
(Figura 50). A liberagdo do H3TMO04 foi mais lenta para as Nfs contendo Nps (PEOChNp) do
que para as Nfs contendo H3TMO04 livre (PEOCh-H3). Como discutido acima, tanto a difusdo

como

Figura 51. a) Reten¢iio de H3TM04 em pele humana, liberado das nanoparticulas de CHQ-SDS-H
depois de 7 h de ensaio de permeacdo. Indicando a diferenga estatistica (p<0,05). b) imagens de

microscopia de fluorescéncia de H3TM04 em pele humana (20 um) depois de 7 h de tratamento; 1)
controle, ii) H3TM04, iii) Nps CHQ-SDS-H, iv) PEOChH3 e v) PEOChNps.
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CAPITULO V

5 CONCLUSOES GERAIS

No capitulo 2, foi descrita uma forma promissora de produzir nanoagregados de CHQ-
SDS estaveis em solucao aquosa. Agregados de CHQ apresentaram uma ampla distribui¢io de
tamanho, sendo instdveis em tampdo pH 7,4. Onde o Ry*® aumenta com a concentrac¢do de
CHQ, devido a processos de auto-organizacao das cadeias anfifilicas do biopolimero. A adi¢cao
de SDS aumentou a estabilidade cinética e estreitou a distribui¢io de tamanho, dando a
formacgdo de nanoagregados de CHQ-SDS. O processo de associa¢do é termodinamicamente
espontaneo, com uma varia¢do da entalpia negativa associada a formacdo dos agregados.
Indicando, que a formagdo do complexo polimero-surfactante se deve a interagdo hidrofébica
cooperativa entre o SDS e os grupos hidrofébicos da CHQ. Assim, o método descrito € vidvel
para obtencao de nanoagregados de CHQ-SDS cineticamente estdveis em solu¢do aquosa.

Aproveitando o conhecimento fisico-quimico da interacdo e formacdo dos
nanoagregados de CHQ e SDS, Nps com morfologia esférica foram formadas e caracterizadas
(CHQ-SDS) e aplicadas na encapsulagao da pirazolina H3TMO04. O SDS aumentou os dominios
hidrofébicos dentro das Nps promovendo uma alta capacidade de encapsulagdo do H3TMO04
(96,8%). As Nps CHQ-SDS-H forneceram uma liberacdo controlada do H3TMO04 através de
um mecanismo controlado por erosdao. Os ensaios de citotoxicidade mostraram que oS
agregados de CHQ e as Nps de CHQ-SDS sio biocompativeis e ndo-toxicas. Além disso, o
encapsulamento de H3TMO04 nas Nps de CHQ-SDS diminuiu o ICso para células de leucemia
Jurkat e K-562 ap6s 24 e 72 h de incubacao, respectivamente. Estes resultados demonstram que
as Nps de CHQ-SDS sdo um sistema promissor para a liberacdo de farmacos derivados da
pirazolina e/ou compostos hidrofébicos.

As Nps de CHQ-SDS-H foram dispersas em Nfs de PEO-quitosana para obter um novo
nanomaterial de liberacdo controlada de farmacos por dupla barreira polimérica. Este foi
formado pela eletrofiacdo da blenda polimérica, sendo um método simples e de baixo custo.
Nps intactas contendo H3TMO04 foram incorporadas com sucesso nas Nfs de PEOCh sem
evidéncia de aglomeracdo do particulado. As Nps incrementaram o didmetro médio da Nfs
(197,8 £ 4,1 nm) e a hidrofobicidade da superficie das Nfs. A liberacdo in vitro do H3TM04
pela dupla barreira mostrou uma liberacdo inicial (burst) seguida de uma liberacdo lenta,

sustentada e continua até 120 h. As Nps diminuiram os valores de ICso em aproximadamente
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50% quando comparadas com o H3TMO04 livre frente a células de melanoma. Em estudos de
permeacdo cutinea ex vivo, o H3TMO04 livre ndo 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 ug/cm?) e da derme (1,60 + 0,32 pg/cm?). Andlises por
microscopia de fluorescéncia demonstraram que as Nfs PEOChNp tém a capacidade de entregar
o H3TMO04 na pele humana, acumulando-se principalmente no estrato cérneo (epiderme). Em
resumo, este estudo indicou um método para assegurar a entrega controlada e sustentada de
H3TMO04, com potencial de aplicagdo do PEOChNp na quimioterapia local.

Por tultimo, acreditamos que os resultados obtidos nesta pesquisa servirdo como base
e incentivo de um novo campo de pesquisa, como ¢é a formacao e aplicagdo de nanomateriais
de dupla barreiras poliméricas para a liberagdo controlada de compostos ativos. A combinacao
de inimeros agregados poliméricos daria a formac¢@o de novos nanomateriais a serem testados,
e com novas caracteristicas fisico-quimicas a serem avaliadas. Além disso, estes nanomateriais
podem ser aplicados em intimeras dreas de pesquisa, na qual seja necessario um processo de

liberacdo controlado, sendo este o principal motivo para desenvolver este campo de trabalho.
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ANEXO A

Procedimento da sintese de H3TM04

A pirazolina foi sintetizada a partir de 3,4,5-trimetoxifenil-calcona através de uma
condensacdo alddlica de 3,4,5-trimetoxifenilfenona com naftaldeido a temperatura ambiente
durante 24 h. Obteve-se a 3,4-trimetoxifenil-calcona por filtragdo no vacuo e recristalizou-se
em acetato de etilo. A chalcona foi refluxada com hidrato de hidrazina e dcido acético por 6 h.
A solugdo foi entdo neutralizada com solu¢do de bicarbonato de s6dio. O H3TMO04 foi obtido
por filtracdo no vécuo e recristalizado em acetato de etilo. A estrutura foi identificada com base
no ponto de fusdo, espectrometria de massa de alta resolu¢ao (HRMS), ressonincia magnética
nuclear (RMN) 'H e °C, e andlise elementar, a caracteriza¢do do composto foi reportado por
Stefanes et al.

O H3TMO04 apresentou um rendimento de 59% e um ponto de fusdo na faixa de 169,3-

171,6 °C.
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ANEXO B

Figura S1. Efeito da concentragdo de CHQ sobre (a) Fungdo de autocorrelagdo de DLS gV e (b)
Distribui¢éo de tempo de decaimento A(t) no dngulo de espalhamento de 6 = 90° e 298,15 K.
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Figura S2. Dependéncia da taxa de relaxagdo I' versus g2 para o modo lento de diferentes concentracdes
de CHQ em solugdo aquosa (a) 0,05 mg mL", b) 0,1 mg mL"', ¢) 0,2 mg mL"! e d) 0,4 mg mL"), a
diferentes angulos de espalhamento (variando de 30° até 140°) e 298,15 K. As linhas vermelhas
correspondem ao ajuste linear com coeficientes de correlacdo maior que 0,996.
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Figura S3. Variacio do coeficiente de difusdo real dos nanoagregados em funcdo da concentragdo de
CHQ (0,05 mg mL™! - 0.4 mg mL') em solugdo aquosa a 298,15 K.
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Figura S4. Distribui¢do de tamanho A(Ry) de 0,05 mg mL! CHQ com (0) 0 h e (®) 24 h de formagao
em solucdo aquosa no Angulo de espalhamento 6 = 90° e 298,15 K. O gréfico interior apresenta a

amplificagdo de 0 até 250 nm.
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Figura S5. (a,b e ¢) Imagens de TEM de 0,05 mg mL"' CHQ.
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Figura S6. Poténcia em fungio do tempo para adigdes de (10 uL) de 19 mmol L' SDS em 2,7 mL de
a) tampdo 7,4 e b) 0.05 mg mL! CHQ em tamp@o 7,4 a 298,15 K.
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Figura S7. Dependéncia da taxa de relaxagdo I" versus g% para o modo lento de 0,05 mg mL!' CHQ com
diferentes concentra¢des de SDS em solugdo aquosa (a) 0,0 mmol L, b) 0,5 mmol L, ¢) 1,0 mmol L-
1,d) 2,0 mmol L', &) 4,0 mmol L e f) 6,0 mmol L), a diferentes angulos de espalhamento (variando
de 30° até 140°) e 298,15 K. As linhas vermelhas correspondem ao ajuste linear com coeficientes de

correlagdo maior que 0,996, com excecdo do sistema A (R=0,987).
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ANEXO C

O grau de ionizagdo do surfactante em no complexo SDS-CHQ (a.1) e nas micelas de

SDS (a2) sdo calculados usando as equagdes A.1 e A.2.

S A.l
alzs_z (A.1)
1
LS (A.2)

Onde Si, S2 e S3 sdo as inclinacdes das regides de preagregacdo, premicelar e
posmicellar no plote da conductivide em fun¢do da concentracdo de SDS.

A variacdo da energia livre de Gibss de agregacdo do surfactante e o polimero (AGZ,.),
a variacdo da energia livre de Gibss da saturacdo energética da interface com o surfactante
(AGpsp) € a variagdo da energia livre de Gibss da interagdo polimero-surfactante (AGgs) sdo

calculados utilizando as equacdes A.3, A.4 e A.S.

AGS,. = (2 — 0;)RTIn Coqe (A3)
AGS, = (2 — 0)RTIn Cpgp (A4)
AGYsy = (2 — az)RTIN Cope (A.5)
AAGgy = AGSe — MG, (A.6)

Onde R € a constante universal dos gases, T € a temperatura absoluta, a; € o grau de
ionizacao do surfactante no complexo SDS-CHQ, a, € o grau de ionizacdo do surfactante nas
micelas de SDS, C¢q € a concentragdo critica de agregagdo entre 0 SDS e CHQ e Cpyp € a
concentracdo critica de agregacdao do SDS em presenca de CHQ.

A variagdo da entalpia integral pela formacgdo dos agregados pode ser calculada pela

equagao A.7

Z dobs — quemic+dil (A7)

AH
Y inj — V. (cmc)

agg =
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Onde Y é o niimero de inje¢des igual PSP (em cada injecdo foi adicionado n'™ moles

de surfactante) para obter um volume total Vy. ¥ qops € a energia total medida e Yq,_ . +qil €

a energia de desmicelizacao y dilucgdo.
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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.
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Figura S2. Tmagens 3D de AFM das nanofibras formadas (a) PEOCh, (b) PEOCh-H3 and (c)
PEOChNp.

161 pm

Figura S3. a) Perfil topogrifico de AFM e b) Imagem de FEG-SEM x100.000 vezes o tamanho original
das nanofibras de PEOChNp.
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Figura S5. Imagens de TEM de nanofibras PEOChNp formadas com diferentes tempos de recolegéo:
(@)2h,(b)4he(c)8h.
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Figura S6. Cinética de liberacdo do H3TMO04 de (a, b) orden zero, (c, d) pseudo-primeiro orden (e,f)

Higuchi e (g,h) lei de poténcia para as nanofibras (a, c, e, g) PEOCh-H3 e (b, d, f, h) PEOChNp.
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