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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a caracterizagdo de
nanoparticulas poliméricas a base de quitosana (NQ) contendo metilprednisolona, com foco em
sua aplicacdo no tratamento da Sindrome Respiratoria Aguda Grave associada a COVID-19.
Trés formulagdes distintas foram obtidas por gelificagdo idnica, variando-se a forma do fAirmaco
utilizada — base (MPD, hidrofobica) ou salina (MPS, hidrossoltivel) — bem como a presenga
do reticulante tripolifosfato de sodio (TPP): NQ-TPP-MPD, NQ-TPP-MPS ¢ NQ-MPS (sem o
uso do reticulante tradicional). Inicialmente, foi otimizada uma metodologia analitica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para quantificacdo dos farmacos, estabelecendo-se
como condicdes ideais: coluna C18, elui¢ao isocratica com fase movel composta por tampao
acetato de amoénio 0,1 M (pH 5,7) e acetonitrila (75:25), fluxo de 1,5 mL/min, temperatura da
coluna a 50 °C, detec¢do em 244 nm e volumes de injecdo especificos para cada farmaco (40
uL para MPD e 10 pL para MPS). As formulagdes contendo MPS apresentaram eficiéncia de
encapsulacdo (EE) superiores (~38%) em comparacdo a formulagdo com MPD (~23%),
possivelmente em razdo de sua maior solubilidade e de interagdes eletrostaticas com os
grupamentos amino da quitosana. Entretanto, a elevada hidrossolubilidade do MPS pode ter
favorecido sua difusdo para a fase aquosa externa, resultando em uma EE inferior a desejavel
(>50%). Ainda, no caso das formulacdes contendo esse sal, o TPP ndo apresentou influéncia na
EE. No entanto, a presenga desse contra-ion promoveu significativa reducdo do didmetro
hidrodindmico médio das particulas, que atingiram valores proximos a 106 nm (NQ-TPP-MPS),
frente a ~480 nm para as NQ-MPS, além de contribuir para menor polidispersividade. Os
valores de potencial Zeta observados para todas as formulagdes, entre +19 mV e +21 mV,
sugerem estabilidade coloidal satisfatoria, embora estudos adicionais sejam necessarios para
avaliacdo da estabilidade fisico-quimica em longo prazo. Embora a EE ndo tenha alcangado
valores ideais para sistemas nanoestruturados, os resultados obtidos, especialmente com a
formulacao contendo MPS e TPP, demonstram o potencial da estratégia proposta para futuras

aplicacdes terapéuticas.

Palavras-chave: COVID-19; SRAG; metilprednisolona; nanoparticulas; quitosana; TPP.



ABSTRACT

This study aimed to develop and characterize chitosan-based polymeric nanoparticles
(NQ) containing methylprednisolone, focusing on their application in the treatment of Severe
Acute Respiratory Syndrome associated with COVID-19. Three distinct formulations were
obtained by ionic gelation, varying the form of the drug used — base (MPD, hydrophobic) or
saline (MPS, water-soluble) — as well as the presence of the crosslinking agent sodium
tripolyphosphate (TPP): NQ-TPP-MPD, NQ-TPP-MPS, and NQ-MPS (without the use of the
traditional crosslinker). Initially, an analytical methodology was optimized by high-
performance liquid chromatography for drug quantification, establishing the following ideal
conditions: C18 column, isocratic elution with mobile phase composed of 0.1 M ammonium
acetate buffer (pH 5.7) and acetonitrile (75:25), flow rate of 1.5 mL/min, column temperature
at 50 °C, detection at 244 nm, and specific injection volumes for each drug (40 pL for MPD
and 10 pL for MPS). The formulations containing MPS showed higher encapsulation efficiency
(EE) (~38%) compared to the formulation with MPD (~23%), possibly due to its higher
solubility and electrostatic interactions with the amino groups of chitosan. However, the high-
water solubility of MPS may have favored its diffusion into the external aqueous phase,
resulting in an EE lower than desirable (=50%). Furthermore, in the case of formulations
containing this salt, TPP had no influence on EE. However, the presence of this counterion
promoted a significant reduction in the mean hydrodynamic diameter of the particles, which
reached values close to 106 nm (NQ-TPP-MPS), compared to ~480 nm for NQ-MPS, in
addition to contributing to lower polydispersity. The Zeta potential values observed for all
formulations, between +19 mV and +21 mV, suggest satisfactory colloidal stability, although
further studies are needed to evaluate long-term physicochemical stability. Although EE did
not reach ideal values for nanostructured systems, the results obtained, especially with the
formulation containing MPS and TPP, demonstrate the potential of the proposed strategy for

future therapeutic applications.

Keywords: COVID-19; SARS; methylprednisolone; nanoparticles; chitosan; TPP.
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1 INTRODUCAO

A COVID-19, causada pelo virus Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2
(SARS-CoV-2), desencadeou uma pandemia global em mar¢o de 2020. Embora a patogénese
dessa doenca ainda ndo seja completamente compreendida, sabe-se que suas manifestagdes
clinicas sdo bastante variadas, abrangendo desde casos assintomaticos até quadros graves com
comprometimento respiratorio, inflamacdo sist€émica e faléncia de maultiplos o6rgaos
(Chaudhary; Kujur; Singh, 2023). Nesse contexto, a severidade da COVID-19 esta
frequentemente associada a chamada “tempestade de citocinas” (Cytokine Storm), um
fenomeno que pode desencadear a Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) e esta
intimamente relacionada ao aumento da mortalidade. A “tempestade de citocinas” envolve a
geracdo de uma resposta de estresse excessivo por células imunes, as quais liberam citocinas
pro-inflamatérias que agravam, ainda mais, a inflamagdo tecidual e a faléncia de orgaos
(Zoulikha et al., 2022).

Com o objetivo de atenuar a hiperinflama¢do causada pela COVID-19, os
glicocorticoides tém sido amplamente empregados na pratica clinica por possuirem efeitos anti-
inflamatérios e imunomoduladores. Dentre esses, a metilprednisolona (MPD) vem sendo
bastante empregada (Hong et al., 2023). O mecanismo de acdo da MPD envolve a inibi¢ao da
formagdo do acido araquidonico, o que reduz processos de cicatrizagdo, inflamacao, resposta
imune e vasodilatacdo. Em geral, as acdes anti-inflamatdrias dos corticoides se relacionam com
as proteinas inibidoras fosfolipase A2 e lipocortinas, as quais sdo responsaveis por controlar a
biossintese de mediadores da inflamagao, como as prostaglandinas e os leucotrienos (Dastenae
et al., 2022).

Apesar de possuirem efeitos terapéuticos desejaveis em variadas condi¢des clinicas, a
administragdo frequente e cronica de altas doses de glicocorticoides pode levar a dependéncia
hormonal e efeitos colaterais graves (Dastenae et al., 2022; El-Saber Batiha et al., 2022). Em
vista disso, a encapsulacao dos glicocorticoides em sistemas nanoestruturados pode promover
uma administragdo direcionada do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), além de contribuir para
aredugdo da toxicidade, para o aumento da estabilidade do agente encapsulado, bem como para
o controle de sua liberagao (Kole et al., 2023). Nesse contexto, a quitosana (QT), que consiste
em um aminopolissacarideo de ocorréncia natural, tem sido extensamente utilizada para
produzir nanoparticulas poliméricas devido as suas propriedades, que incluem
biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixa toxicidade, mucoadesividade e atividades

biologicas relevantes, tal como agdo anti-inflamatoria (Alghareeb et al., 2025).
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O método mais comumente empregado para o preparo de nanoparticulas de quitosana ¢
a gelificagdo i0nica, que utiliza contra-ions de carga oposta a da quitosana para promover o
entrecruzamento das cadeias poliméricas. O sucesso desse processo de crosslinking depende
diretamente do tipo de contra-ion utilizado, influenciando propriedades fundamentais das
nanoparticulas, especialmente o didmetro (Lawall Werneck Cerqueira et al., 2020; Zacaron et
al., 2023). Nesse contexto, alguns farmacos, ao se ionizarem negativamente em meio aquoso,
podem atuar como contra-ions, o que potencializa sua interagdo com a quitosana e pode resultar
em um aumento da eficiéncia de encapsulagao (Cho et al., 2024).

Pelo exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar
nanoparticulas constituidas por QT para a encapsulagdo da MPD, visando aplicacdo no
tratamento da SRAG decorrente da COVID-19. Para tanto, avaliou-se o efeito do tipo de contra-
ion e de diferentes formas do farmaco com o intuito de obter nanoparticulas com caracteristicas

fisico-quimicas satisfatorias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 COVID-19

Os coronavirus, pertencentes a familia Coronaviridae, causam infecgdes respiratorias
em mamiferos (como, por exemplo, morcegos e camelos) e em espécies avidrias, sendo que os
sintomas e o tropismo tecidual da infec¢ao variam de acordo com a espécie hospedeira (Sharma;
Ahmad Farouk; Lal, 2021). Em seres humanos, as infec¢des causadas por coronavirus podem
ser assintomaticas ou acompanhadas de febre, tosse, falta de ar e irritacdo gastrointestinal. Em
casos mais graves, a infeccdo pode causar pneumonia grave e 6bito (Chen et al., 2020).

Nos ultimos 20 anos, os coronavirus provocaram grandes pandemias por trés vezes: a
epidemia de Sindrome Respiratoria Aguda Grave (entre 2002 e 2003), a epidemia da Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (2012) e a epidemia da COVID-19 (Yuan et al., 2023). A
COVID-19, doenga causada pelo SARS-CoV-2, foi relatada pela primeira vez em Wuhan, na
China, em dezembro de 2019 (Umakanthan et al., 2020). Rapidamente, o virus se disseminou
e infectou milhdes de pessoas, o que fez com que a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
declarasse, em 30 de janeiro de 2020, uma emergéncia global. Posteriormente, em margo de
2020, a OMS declarou a COVID-19 como uma pandemia global (Majumder; Minko, 2021).

Os efeitos da COVID-19 nos humanos variam desde infecgdes assintomadticas e
sintomas leves até pneumonia grave, sindrome respiratoria aguda grave (SRAQG) e faléncia fatal
de multiplos orgaos (Bruscoli et al., 2022). A SRAG ¢ uma sindrome inflamatoria aguda dos
alvéolos e capilares, caracterizada por lesdo do epitélio alveolar e do endotélio capilar com
subsequente exsudacao inflamatodria dos capilares alveolares. Para ocorrer o desenvolvimento
da SRAG, danos a barreira endotelial-epitelial sdo essenciais, pois € o aumento da
permeabilidade capilar que promove a formagao dos edemas intra-alveolar e intersticial (Zhao
et al., 2024).

Estudos demonstraram que, no organismo humano, a intera¢do entre a glicoproteina
spike viral e os receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2) gera uma resposta
inflamatoria em muitos tecidos e 6rgaos que, subsequentemente, estimula a imunidade humoral
e a imunidade celular do corpo (Li et al., 2020b; Yang; Du, 2021). Com isso, pode haver a
liberacdo de grandes quantidades de citocinas proé-inflamatorias e quimiocinas por células
efetoras imunoldgicas, o que culmina em uma inflamagdo sistémica descontrolada que pode
induzir a SRAG, faléncia multipla de 6rgdos e morte em casos mais graves (Xu et al., 2020).
Portanto, além da terapia antiviral ativa, a inibi¢ao da resposta hiperinflamatéria e a prevengao

de danos teciduais também sao o foco do tratamento da COVID-19 (Mehta et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/endothelium-injury
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2.2 UTILIZACAO DE GLICOCORTICOIDES NO TRATAMENTO DA COVID-19

Inicialmente, os farmacos utilizados no tratamento da COVID-19 incluiram, dentre
outros, antibioticos, heparina para controlar eventos tromboembdlicos, agentes antivirais
anteriormente utilizados para outras doengas infecciosas, antivirais novos (como, por exemplo,
o remdesivir, molnupiravir e a combinac¢ao de nirmatrelvir e ritonavir), anti-inflamatdrios nao
esteroides (AINESs), interferon (IFN)-a, - e -A, inibidores de citocinas ou de seus receptores,
inibidores de Janus quinase (JAK) e glicocorticoides (GCs) (Zeng; Liao; Yu, 2024; Zhao et al.,
2025). Os glicocorticoides, que sao foco de estudo neste trabalho, sdo farmacos anti-
inflamatorios e imunossupressores amplamente utilizados em doengas inflamatorias
autoimunes e imunomediadas. A maior parte de seus efeitos terapéuticos se deve a sua interagao
com diferentes receptores que, por sua vez, gera alteracdes de mecanismos moleculares
complexos, envolvendo, principalmente, a expressdo génica e a regulacdo da sinalizagdo
intracelular (Hiti et al., 2025). Esses efeitos resultam, finalmente, na modulagao da ativagdo e
da agdo das células imunes e na inibi¢ao da produgdo de citocinas pré-inflamatorias (Zhao et
al., 2024).

Anteriormente a pandemia de COVID-19, os glicocorticoides eram comumente
utilizados em doengas respiratorias como, por exemplo, asma, doenga pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), pneumonia bacteriana grave e SRAG. Apesar disso, no inicio da pandemia, a
OMS desaconselhou o uso sistematico de corticosteroides em pacientes com COVID-19 (Rajan
et al., 2025). Mais tarde, ap6s a publicacdo do ensaio RECOVERY, a OMS alterou sua
indicacdo inicial e recomendou o uso de corticosteroides em pacientes com COVID-19 grave.
No estudo RECOVERY (The RECOVERY Collaborative Group, 2021), foi demonstrado que
o uso de dexametasona (DEX), um farmaco pertencente a classe dos glicocorticoides, diminuiu
significativamente a mortalidade de pacientes hospitalizados com COVID-19 grave,
especialmente em pacientes que receberam ventilagdo mecanica, em comparagdo com 0O
tratamento padrdo sem corticosteroides. Além disso, evidéncias relacionadas ao uso de
glicocorticoides no tratamento da COVID-19 provenientes de ensaios clinicos randomizados,
revisdes sistematicas e meta-analises indicam sua eficacia em pacientes que necessitam de
suporte de oxigénio (Li et al., 2020a; Zhou et al., 2020).

Além da DEX, a metilprednisolona (MPD), que também consiste em um esteroide anti-
inflamatorio pertencente a classe dos glicocorticoides, foi avaliada no tratamento de pacientes
com COVID-19. O METCOVID, um estudo que incluiu 393 participantes hospitalizados com

COVID-19, concluiu que a administragdo de MPD, durante 5 dias, nao foi suficiente para
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melhorar o prognostico dos pacientes. No entanto, observou-se uma redu¢do da mortalidade no
subgrupo de pacientes hospitalizados com mais de 60 anos, os quais apresentavam um estado
inflamatoério sistémico mais acentuado. Além disso, a fungdo respiratoria de 160 participantes
foi avaliada ap6s 120 dias, o que indicou um efeito positivo, a longo prazo, no grupo tratado
com MPD, em comparag¢do ao grupo tratado com placebo (Abbasian et al., 2022; Corral-Gudino
et al., 2021; Jeronimo et al., 2021).

Em um estudo realizado com 89 pacientes hospitalizados com COVID-19, avaliou-se a
administracio de MPD e DEX em dois grupos de pacientes, os quais foram alocados
aleatoriamente. Como resultados, ndo foram observadas diferengas significativas entre ambos
0s grupos, porém, os pacientes que receberam MPD (2 mg/kg/dia) apresentaram um estado
clinico significativamente melhor em comparagdo aos pacientes que receberam DEX (6 mg/dia)
no dia 5 e no dia 10. Além disso, a necessidade de ventilacdo mecanica foi significativamente
menor no grupo tratado com MPD, o que sugere que a MPD se mostra mais eficaz do que a
DEX em pacientes com hipdxia decorrente da COVID-19 (Ranjbar et al., 2021).

J& em outro estudo, 68 pacientes graves, hospitalizados com COVID-19, foram
submetidos a randomizagdo e um subgrupo recebeu apenas tratamento padrao, enquanto o outro
recebeu tratamento padrao com pulso de MPD (inje¢do intravenosa de 250 mg/dia, durante 3
dias). A porcentagem de pacientes com melhor prognostico foi maior no grupo que recebeu
MPD em comparacao ao grupo que recebeu apenas tratamento padrao (94,1% versus 57,1%),
além da taxa de mortalidade ter sido significativamente menor no grupo que recebeu MPD.
Com isso, concluiu-se que o pulso de MPD em pacientes graves, hospitalizados com COVID-
19, pode ser uma alternativa terapéutica eficaz (Edalatifard et al., 2020).

Além das pesquisas supracitadas, um estudo buscou comparar as diferengas nos
resultados clinicos e laboratoriais de pacientes hospitalizados com pneumonia grave decorrente
da COVID-19. Nesse estudo, os pacientes foram tratados com 6 mg de DEX ou com doses altas
de MPD (250 a 500 mg). Como resultados, os pesquisadores constaram que a administracao de
altas doses de MPD por 3 dias, seguido de 50 mg de prednisona oral por 14 dias, reduziu o
tempo de recuperagdo dos pacientes, a necessidade de transferéncia para a terapia intensiva e

os marcadores de gravidade relacionados a proteina C reativa (PCR) (Pinzon et al., 2021).

2.3 METILPREDNISOLONA

A MPD (6 S, 8S,9S,10R, 11 S, 13 S, 14 S, 17 R )-11,17-di-hidroxi-17-(2-
hidroxiacetil)-6,10,13-trimetil-7,8,9,11,12,14,15,16-octa-hidro-6H-ciclopenta[a]fenantren-3-
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ona) (Figura 1) ¢ um esteroide anti-inflamatorio sintético de a¢ao intermediaria, da classe dos
glicocorticoides, comumente utilizado no tratamento de doencas inflamatdrias como, por
exemplo, asma, dermatite, lpus, artrite reumatoide, colite e doenga de Chron (Feuerstein et al.,
2025; Levy; Reilly, 2024). Em 1959, o Instituto Merck publicou a primeira sintese da MPD,
que consistiu em uma derivatizagdo da prednisolona e teve a hidrocortisona como material de
partida. Como um anti-inflamatério, a MPD ¢ cinco vezes mais potente que a hidrocortisona
(cortisol), enquanto demonstra atividade mineralocorticoide minima (Fried; Arth; Sarett, 1959;

Vaz et al., 2023).

Figura 1 — Sintese da MPD a partir da hidrocortisona. A partir da hidrocortisona (1), ¢ feita a
protecao das cetonas dos anéis A e D, por meio de 1,2-etanodiol (a). Essa reacao tem o efeito
secundario de deslocar a ligagcdo dupla de C4—-C5 para C5-C6, formando o composto
dietilenocetal (2). Através de PhCOsH (b), € realizada a metilagao do anel B, originando o
composto 3. Seguidamente, ocorre a abertura do anel epoxi pelo reagente de Grignard (c), o
que gera a adi¢ao do grupo metil ao anel B. Sob condi¢des acidas, ha a remogao do acetal e
formagdo do composto 4. Finalmente, a MPD (5) ¢ obtida apds desidratagdo em meio alcalino

(d) e catalise enzimatica (e) para que haja a formacao de ligacdes duplas no anel A
% (o}
< ¢

> -OH -

OH

Fonte: Adaptado de Vaz et al. (2023).

No organismo humano, a MPD se difunde passivamente através da membrana celular e
se liga ao receptor glicocorticoide intracelular. Esse complexo se transloca para o nucleo, onde

interage com sequéncias especificas de DNA e resulta no aumento ou na supressdo da
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transcricdo de genes especificos (Yuan et al., 2024). Comumente, a MPD desencadeia a
producdo de proteinas anti-inflamatdrias, como a interleucina-10 (IL-10), além de bloquear a
producao de citocinas pro-inflamatoérias, como interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e moléculas de adesdo celular (Lv et al., 2022). Além disso,
assim como os demais corticosteroides, a MPD suprime a sintese da ciclo-oxigenase (COX-2),
responsavel pela produgdo de prostaglandinas em tecidos danificados, o que leva a cascata de
inflamacao (Schurr et al., 2001).

Juntamente aos efeitos mencionados anteriormente, a MPD modula o nimero e a
funcionalidade das células do sistema imunoldgico (Yuan et al., 2024). Nesse ambito, ja se
constatou que altas doses de MPD e outros glicocorticoides diminuem acentuadamente o
numero ¢ a atividade de células dendriticas e plasmaticas, as quais atuam na identificagdo de
patdgenos e na apresentacdo de estruturas de antigenos para células do sistema imunolédgico
especifico (Langericht; Kramer; Kahaly, 2020).

No panorama mundial, a MPD esta disponivel em formulagdes de comprimidos de 2
mg, 4 mg, 8 mg, 16 mg e 32 mg, formulacdes de suspensdes injetaveis em concentragdes de 20
mg/mL, 40 mg/mL e 80 mg/mL, e como po para inje¢do em doses de 40 mg, 125 mg, 500 mg,
1000 mg e 2000 mg. No Brasil, ha registros vigentes na ANVISA de medicamentos que contém
a MPD nas formas de succinato sodico (administracao intravenosa ou intramuscular) e acetato
(administragdo intramuscular). O succinato sodico e o acetato de MPD (Figura 2) se convertem
em prednisolona ativa no organismo humano, o que ativa os mecanismos supracitados e resulta
em uma reducdo geral da inflamacdo cronica e das reagdes autoimunes (Rang et al., 2016). Em
relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, o succinato sédico de MPD (MPS) consiste em um
solido branco, com peso molecular de 496,5 g/mol e alta solubilidade em agua. O acetato de
MPD (MPACc), por sua vez, trata-se de um sélido branco, com peso molecular de 416,5 g/mol

e praticamente insoliivel em 4gua, pouco soluvel em acetona e em etanol (Papich, 2016).
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Figura 2 — Estruturas do MPS (1) e do MPAc (2)

Fonte: PubChem, CID 23680530; PubChem, CID 5877.

Apesar de possuirem efeitos terapéuticos desejaveis em variadas condi¢des clinicas, a
administracdo frequente e cronica (> 2 semanas) de altas doses de glicocorticoides pode levar
a dependéncia hormonal e efeitos colaterais significativos (Minnetti et al., 2020). Dentre os
principais efeitos adversos causados pelos glicocorticoides, incluindo a MPD, podem ser
citados efeitos metabolicos (hiperglicemia, diabetes mellitus e dislipidemia), distirbios
musculoesqueléticos (osteoporose, osteonecrose, miopatia, sarcopenia), hipertensao, supressao
adrenal e um risco aumentado de contrair infecgdes (Borresen et al., 2022; Chastain et al., 2024;
Urquiaga; Saag, 2022). Além disso, o uso prolongado de glicocorticoides pode resultar na
sindrome de Cushing iatrogénica. Os sintomas dessa sindrome incluem arredondamento facial,
inchaco, deposicao de gordura, pletora (face de lua) e crescimento acelerado de cabelos finos
no rosto, nas coxas e no tronco (De Alcubierre et al., 2023; Pofi et al., 2023).

Em vista disso, a administracdo de MPD baseada na nanomedicina pode se mostrar uma
abordagem promissora no tratamento da SRAG causada pela COVID-19 (Prasanna et al.,
2021). A utilizagdo de sistemas nanoestruturados para o tratamento de patologias apresenta
diversas vantagens em comparacdo as formas farmacéuticas tradicionais, que incluem a
promoc¢do de uma administragdo direcionada do IFA, toxicidade reduzida, aumento da
estabilidade do agente encapsulado (no caso da MPD, a nanoestruturagdo ¢ vantajosa para
aumentar a fotoestabilidade do farmaco, visto que ele ¢ fotossensivel), liberagao controlada do
IFA e minimizagdo dos efeitos colaterais sist€émicos, o que pode resultar em maior beneficio

clinico e melhor adesdo dos pacientes (Fei et al., 2023; Iyer; Hsia; Nguyen, 2015).
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2.4 SISTEMAS NANOESTRUTURADOS PARA A ADMINISTRACAO DE FARMACOS

A concepcao inicial da nanotecnologia teve origem em 1959, quando Richard Feynman
introduziu pela primeira vez o conceito de manipulacao direta de atomos e moléculas em sua
famosa palestra “There's Plenty of Room at the Bottom™ (Bisla; Honparkhe; Srivastava, 2022).
Na década de 1980, os cientistas foram capazes de observar e manipular a matéria na
nanoescala, gracas a inven¢dao da microscopia de tunelamento com varredura (STM) e da
microscopia de forca atomica (AFM). Na década de 1990, a ciéncia dos nanomateriais comegou
a se desenvolver rapidamente, e os pesquisadores descobriram propriedades unicas das
nanoestruturas, como as propriedades Opticas dos pontos quanticos e a resisténcia mecanica dos
nanotubos de carbono (Awasthi; Bhushan; Kulkarni, 2020; Gutiérrez et al., 2017). Com isso, o
interesse pela nanotecnologia em eletronica, medicina, energia € outros campos aumentou
significativamente. Ao entrar no século 21, o desenvolvimento de estudos com nanoestruturas
cresceu ainda mais, o que demonstrou o grande potencial da nanotecnologia na administracao
de medicamentos, no desenvolvimento de biossensores, imagens e diagnosticos (Xue et al.,
2024).

Recentemente, muitas pesquisas estdo concentradas na utilizagdo de nanoparticulas em
sistemas de administracdo de farmacos. Ao regular o tamanho, a forma e as propriedades de
superficie das nanoparticulas, ¢ possivel promover a liberacdo direcionada do ativo
encapsulado, o aumento da eficacia do tratamento medicamentoso e a diminuicao de efeitos
colaterais toxicos (Raheem et al., 2023). Para a administracdo de IFAs, as nanoparticulas
oferecem varias vantagens, como variabilidade de tamanho e forma, formacao de interacdes
estaveis com ligantes, alta capacidade de transporte e possibilidade de encapsular moléculas
hidrofilicas e hidrofobicas (Gupta; Quadros; Momin, 2023).

As nanoparticulas utilizadas para a administragcdo de farmacos incluem uma variedade
de estruturas, com diferentes tamanhos, formas e materiais, cada uma com diferentes
capacidades de carga, liberagdo, direcionamento celular e estabilidade (Paramasivam et al.,
2021). As propriedades biofisicas e quimicas das nanoparticulas como, por exemplo, tamanho,
geometria/forma, carga superficial, hidrofobicidade, rugosidade e dureza podem afetar
significativamente a administracdo do IFA alvo por meio dessas estruturas. Dessa forma, a
obtenc¢do de nanoparticulas com diferentes caracteristicas permite que elas cumpram requisitos
adequados e especificos para a administra¢do de diferentes tipos de IFAs (Habeeb et al., 2023).

Ha variados tipos de nanoestruturas utilizadas para administrar IFAs, os quais incluem

lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, nanoparticulas poliméricas, micelas e


https://www-sciencedirect-com.ez25.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nanomaterial
https://www-sciencedirect-com.ez25.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/quantum-dot
https://www-sciencedirect-com.ez25.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/hydrophobicity
https://www-sciencedirect-com.ez25.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/targeted-drug-delivery
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dendrimeros, apresentados na Figura 3 (Amoabediny et al., 2018; Feng; Jia; Zhang, 2024).
Desde a década de 1980, as nanoparticulas poliméricas tém sido amplamente pesquisadas como
transportadoras de IFAs e se destacam por melhorar a biodisponibilidade do IFA, prolongar a
liberacao, reduzir a citotoxicidade, melhorar a farmacocinética e fornecer maior quantidade de
IFA a célula ou tecido alvo, proteger o(s) IFA(s) encapsulados da degradacdo enzimaética e,
comumente, aumentar a eficiéncia e a eficacia terapéutica (Cheng et al., 2021). Além disso, as
nanoparticulas poliméricas sdao altamente utilizadas devido a sua baixa toxicidade e
biodegradabilidade, o que ¢ de extrema importancia em aplica¢gdes biomédicas (Ahmad et al.,

2022; Bhardwaj; Jangde, 2023).

Figura 3 — Representa¢do esquematica de nanocarreadores organicos comumente utilizados
para a administragdo de farmacos: lipossomas, nanoparticulas lipidicas s6lidas, nanoparticulas

poliméricas, micelas e dendrimeros
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Fonte: Adaptado de Feng; Jia; Zhang (2024).

Em relagdo a categorizagdo das nanoparticulas poliméricas, estas sdo subdivididas em
nanocéapsulas e nanoesferas, que se diferem quanto a estrutura interna e morfologia. As

nanocapsulas sao compostas de um nucleo oleoso no qual o IFA ¢ geralmente dissolvido,
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cercado por uma membrana polimérica que controla o perfil de liberacdo do IFA a partir do
nucleo (Crucho, 2015). Apesar desse comportamento comumente observado, também ¢
possivel que o IFA fique adsorvido na parte externa da membrana polimérica que envolve o
nucleo das nanocapsulas (Shishir et al., 2018). As nanoesferas, por outro lado, sdo baseadas em
redes poliméricas continuas nas quais o IFA pode ficar retido no interior ou adsorvido na
superficie (Crucho; Barros, 2017). Esses dois tipos de nanoparticulas poliméricas, reconhecidos
como um sistema de reservatdrio (nanocapsula) e um sistema de matriz (nanoesfera), sao

representados na Figura 4.

Figura 4 — Representacao esquematica da estrutura de nanocéapsulas e nanoesferas
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Fonte: Madawi et al. (2023).

Para preparar nanoparticulas poliméricas, de acordo com suas aplicacdes, diferentes
métodos foram desenvolvidos e podem ser baseados na polimerizacdo de mondmeros ou na
dispersdao de polimeros pré-formados (Wang et al., 2016). Esses métodos podem ser
subdivididos em duas categorias: procedimentos de duas etapas, que envolvem a preparagao de
um sistema de emulsificacdo seguido pela formagao das nanoparticulas; e procedimentos de
uma etapa, nos quais a emulsificagdo ndo ¢ necessaria para formar as nanoparticulas (Yue; Ma,
2015). Dentre os procedimentos de duas etapas baseados em emulsificagdo, encontram-se as
metodologias de emulsificagdo-evaporagao de solvente, emulsificacdo-difusdo de solvente e
salting-out. Com relacdo aos procedimentos de uma etapa, destacam-se as metodologias de
nanoprecipitacao, didlise, tecnologia de fluidos supercriticos e gelificagdo idnica (Ansari;
Alshahrani, 2019; De Marco, 2022; Jamkhande et al., 2019; Lepeltier; Bourgaux; Couvreur,
2014).
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As nanoparticulas poliméricas podem ser produzidas a partir de biomateriais naturais
(quitosana, albumina, gelatina, coldgeno e outros) e sintéticos (acido polilatico (PLA), poli
(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), polietilenoglicol (PEG), policaprolactona (PCL) e
outros). A producdo de diferentes tipos de nanoparticulas por meio dos polimeros supracitados
confere diferentes caracteristicas as nanoestruturas, o que inclui tamanho, forma,
hidrofobicidade e cargas de superficie. Essas caracteristicas, por sua vez, influenciam a
penetracao das nanoparticulas em membranas celulares e outras barreiras biologicas (Abd
Elrahman; Mansour, 2019; Bhardwaj; Jangde, 2023). Dentre os variados tipos de polimeros
naturais que podem ser utilizados para preparar nanoparticulas, a quitosana (QT) tem
demonstrado potencial significativo e crescente para a administragdo de farmacos devido as
suas propriedades intrinsecas, que incluem: mucoadesividade, atividades antimicrobianas, anti-
inflamatoérias, antioxidantes e de cicatrizacdo de feridas. Juntamente a isso, a QT foi
reconhecida como um polimero “Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS) pela Food
and Drug Administration (FDA), o que permite seu uso em engenharia de tecidos e dispositivos

de administragdo de IFAs (Desai et al., 2023; Rasul et al., 2020; Rawal; Patel; Butani, 2018).

2.5 QUITOSANA E NANOPARTICULAS DE QUITOSANA
2.5.1 Quitosana

A QT ¢ um aminopolissacarideo linear formado pela replica¢do de unidades de 2-amina-
2-desoxi-B-(1,4)-d-glucosamina e 2-acetamida-2-desoxi-p-(1,4)-d-glucosamina, que sdo
obtidas através da desacetilagdo parcial da quitina em ambiente alcalino (Figura 5) (Berger et
al., 2005; Patrulea et al., 2015). Por outro lado, a quitina € um polimero natural nomeado de
poli (B-(1-4)-N-acetil-D-glicosamina), um composto natural abundante encontrado no
exoesqueleto de crustaceos, insetos, artropodes e na parede celular de fungos. A QT marinha,
proveniente de fontes como camarao, lagosta e caranguejo, representa a principal fonte de QT

comercializada para diferentes aplicagdes (Issahaku; Tetteh; Tetteh, 2023; Rashki et al., 2021).
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Figura 5 — Reacdo alcalina para formacao de QT a partir da desacetilagdo da quitina
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Fonte: Zacaron et al. (2023).

Quimicamente, a QT ¢ um polimero linear policatidnico com grupos acetamida livres e
funcdes hidroxila associadas aos anéis de glicopiranose, que podem reagir através de ataque
nucleofilico. Assim, a alteracao seletiva dos grupos amino livres da QT proporciona uma vasta
variedade de funcionalidades para este polimero (Shoueir et al., 2021). Em contraste com a
quitina, que tem restri¢gdes de uso devido a sua baixa solubilidade em agua e baixa reatividade,
a QT ¢é mais hidrofilica e tem um maior potencial para sofrer alteragcdes devido aos grupamentos
amino livres mencionados anteriormente. Ademais, enquanto a quitina possui uma
biodegradabilidade reduzida, a QT possui excelente degradabilidade e biocompatibilidade
(Ardean et al., 2021; Silva et al., 2024).

As caracteristicas fisico-quimicas mais importantes que influenciam a qualidade e a
velocidade de fluxo da QT sdo a cristalinidade, a superficie, o tamanho das particulas, o peso
molecular e a proporcao de N-desacetilagcao (Kapadnis et al., 2019; Sugiyanti et al., 2018). Os
elementos mencionados sdo relevantes, pois influenciam a solubilidade, a estrutura
policatidnica, a eficdcia antimicrobiana, a biocompatibilidade e a bioadesdo da QT (Byun et al.,
2013).

A QT possui cristalinidade, que consiste na relacao entre as partes cristalinas e amorfas
deste biopolimero, medida como indice de cristalinidade. Comumente, o indice de
cristalinidade ¢ determinado pela relagdo entre picos caracteristicos observados através da
técnica de difracdo de raios X (DRX) (Li; Cai; Zhang, 2019). No estado so6lido, a QT ¢ um
biopolimero semicristalino e polimorfico, disponivel em trés fases polimodrficas com variados
niveis de cristalinidade, os quais variam conforme a origem e a disposi¢ao das cadeias (Dodero
etal., 2020). Nesse contexto, ¢ crucial destacar a importancia da avaliagdo quantitativa do indice
de cristalinidade, visto que se trata de um parametro que influencia as caracteristicas de
inchamento, porosidade, hidratacdo e absor¢ao da QT (Jakubowska et al., 2020; Thakhiew;

Devahastin; Soponronnarit, 2013). Por outro lado, a area superficial e a dimensdo das particulas
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estdo ligadas a origem e ao método de extragdo. Normalmente, os pos de QT possuem uma area
superficial reduzida (menor que 10 m%/g), o que os classifica como materiais ndo porosos
(Monier; Youssef; Abdel-Latif, 2018).

O peso molecular da QT, por sua vez, esta ligado ao nimero de unidades monoméricas
do biopolimero, e sua avaliagdo ¢ crucial, pois essa caracteristica esta diretamente ligada a
caracteristicas como viscosidade e solubilidade. Com base no peso molecular, a QT pode ser
categorizada como de peso molecular baixo (50,000-190,000 Da), médio (190,000-310,000 Da)
ou alto (310,000-375,000 Da) (Aranda-Barradas et al., 2022; Liu et al., 2020; Villegas-Peralta
etal., 2021). Além disso, a porcentagem de N-desacetilacdo da QT pode ser caracterizada pelo
grau de desacetilagdo (GD) ou pelo grau de acetilagdo (GA). O termo mais frequentemente
utilizado ¢ o GA, que indica a relagdo entre a quantidade de mondmeros de N-acetil-D-
glucosamina e o total de unidades do polimero (Jiang et al., 2017). E importante destacar que o
GA ¢ fundamental para definir as caracteristicas fisico-quimicas da QT, pois ¢ a N-
desacetilacdo da quitina que torna a QT mais hidrossoluvel e reativa em relagao ao seu polimero
de origem. Isso significa que, no geral, a QT com GA mais baixo e, portanto, mais grupos amino
livres, tende a ser mais hidrossoluvel (Facchinatto et al., 2020; Pavoni; Luchese; Tessaro, 2019;
Shariatinia, 2019).

Em solugdes acidas diluidas (pH < 6,5), a QT ¢ soluvel quando seu GA ¢ inferior a 70%
e exibe uma solubilidade 6tima quando seu GA varia entre 45 e 55%. A dissolu¢do da QT em
acido diluido ocorre devido a combinagdo do grupo amino com prétons de hidrogénio na
solucdo aquosa, convertendo-a em um polieletrdlito com carga positiva. Assim, os cations
rompem as ligacOes de hidrogénio originadas entre as moléculas de QT, resultando na sua
dissoluc¢do na solucao aquosa acida (Sikorski; Gzyra-Jagieta; Draczynski, 2021). Normalmente,
quanto mais elevada a desacetilagdo da QT, mais acentuada ¢ a protonag¢do dos grupos amino e
mais facil ¢ a sua dissolucdo. Por outro lado, quanto maior ¢ o peso molecular da QT, mais
ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares se estabelecem na cadeia polimérica, tornando

a dissolucao mais dificil (Foster et al., 2015; Sharmin et al., 2022).

2.5.2 Nanoparticulas de quitosana

Assim como outros tipos de nanoestruturas, as nanoparticulas de QT aumentam a
estabilidade, a biodisponibilidade e a liberagdo controlada do IFA, superando barreiras e
aumentando a permeabilidade. Elas podem carrear IFAs hidrofobicos e hidrossoluveis, os quais

podem ser aprisionados dentro da matriz polimérica ou adsorvidos na superficie das particulas
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(Garg et al., 2019). O carregamento do IFA nas nanoparticulas de QT pode ocorrer durante a
formagao das nanoparticulas (incorporagdo) ou ap6s a formagdo (incubagdo), o que envolve
interacdes como ligagao de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e adsorgdo eletrostatica (Ali;
Ahmed, 2018; Li et al., 2023). A eficiéncia de encapsulag¢ao (EE) do IFA nas nanoparticulas ¢
predominantemente influenciada pelas propriedades fisico-quimicas do IFA e pelo método de
preparacdo das nanoparticulas. Comumente, uma maior EE ¢ obtida quando o IFA ¢ adicionado
durante a formagao das particulas, embora isso possa ser afetado pela metodologia empregada
ou pela presenca de aditivos adicionais (Desai et al., 2023; Herdiana et al., 2024; Jafernik et al.,
2023).

As caracteristicas das nanoparticulas de QT variam significativamente com base nos
procedimentos de preparagao ¢ modificagao de superficie. Nesse ambito, varios métodos foram
desenvolvidos para a preparacdo de nanoparticulas de QT, e as abordagens béasicas utilizadas
consistem em emulsificagdo, precipitagdo, reticulagdo idnica ou covalente, ou combinagdes
dessas técnicas (El-Saadony et al., 2025; Matalqah et al., 2020).

O método inicial proposto para a preparagao de nanoparticulas de QT se baseava na
reticulagdo covalente, através da reagdo entre o grupo amino da QT e o grupo aldeido de um
agente de reticulacdo, como o glutaraldeido (Ohya et al., 1994). Nesse procedimento, uma
emulsdo ¢ obtida pela combinacdo de uma solucao de QT em agua com uma fase oleosa
formada por Span 80 (estabilizador), tolueno e glutaraldeido. Apesar de o método gerar
nanoparticulas de tamanho reduzido e distribui¢do uniforme, ele deixou de ser utilizado apos a
descoberta de que o glutaraldeido poderia causar toxicidade evidente e comprometer a
integridade do IFA (Yanat; Schroén, 2021).

Também € possivel produzir nanoparticulas de QT através de técnicas baseadas em
precipitagcdo, como a precipitagdo por inversao de fase e a dessolvatagdo (Ichikawa et al., 2003;
Tokumitsu; Ichikawa; Fukumori, 1999). O processo de precipitagao por inversao de fase inicia-
se com a emulsificacdo, que envolve a utilizacdo de uma solugdo aquosa de QT, um
estabilizador (poloxamero) e uma fase organica (diclorometano e acetona). Entdo, utiliza-se um
homogeneizador de alta pressdo para produzir gotas de emulsdo nanométricas. Por fim, as
nanoparticulas sdo formadas pela evaporag¢ao do diclorometano sob baixa pressao e temperatura
ambiente, resultando na precipitagdo das nanoparticulas (El-Shabouri, 2002; Verma et al.,
2023).

A dessolvatacdo, também chamada de coacervacdo simples ou separagdo de fases,
envolve a unido de duas emulsdes de agua em oOleo, promovendo a precipitagio das

nanoparticulas. Nesse processo, utiliza-se uma combinagdo de parafina liquida e sesquioleato
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como fase continua para as duas emulsdes, uma contendo QT e outra contendo NaOH. Apos
ocorrer a fusdo entre as duas emulsdes, o NaOH se espalha em gotas que diminuem a
solubilidade da QT, resultando na formacao e precipitagdo de nanoparticulas (Borges et al.,
2005; Yanat; Schroén, 2021). Esses processos de precipitagdo ndo sdo frequentemente
empregados por exigirem solventes organicos e processos de homogeneizagao de alta energia.
Adicionalmente, as nanoparticulas de QT obtidas através de processos de precipitacao
costumam ser maiores que 600-800 nm (Grenha, 2012).

Desde a sua introdugdo por Calvo et al., a técnica de reticulacao ou gelificagao idnica
tem sido amplamente empregada em diversos campos (Calvo et al., 1997), em virtude da
simplicidade, do custo reduzido, do potencial de escalabilidade e por ser um processo que nao
causa danos significativos ao meio ambiente (Desai, 2016). A gelificacdo idnica envolve
interagdes eletrostaticas entre grupos amino primdrios positivamente carregados de QT e
polianions negativamente carregados que funcionam como agentes de reticulagdo (Chellathurai
et al., 2023). Nesse procedimento, uma solugdo aquosa do agente reticulante como, por
exemplo, tripolifosfato de so6dio (TPP), ¢ adicionada a solucdo aquosa acida (pH 4-6) de QT
por gotejamento. Assim, as nanoesferas sao formadas espontaneamente apds a mistura das duas
solucdes através de ligacdes inter e intramoleculares entre os grupos fosfato do TPP e os grupos
amino protonados da QT (Figura 6) (Calvo et al., 1997; Jalal et al., 2023; Marques Gongalves
et al., 2023). Além dos beneficios mencionados, essa técnica possibilita o ajuste do tamanho
final das nanoparticulas através da modificacdo da propor¢cdo QT/TPP, o que impacta
diretamente a eficiéncia de encapsulacdo do IFA (Hejjaji; Smith; Morris, 2018). Apesar das
iniimeras vantagens da gelificacdo 16nica, uma restricdo dessa técnica € que as particulas sao
formadas por interagdes eletrostaticas, o que pode levar a instabilidade do sistema em caso de
alteragcdes de pH. Ademais, esse procedimento normalmente origina nanoparticulas maiores
(100 a 400 nm) e com elevado indice de polidispersividade em comparacdo a outros tipos de

nanoestruturas (Jardim et al., 2022; Kamat; Bodas; Paknikar, 2016).
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Figura 6 — Representagdo esquematica da interagdo entre a QT e o TPP no método de

gelificacdo i0nica
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Fonte: Zacaron et al. (2023).

Para o preparo de nanoparticulas de QT, variados agentes de reticulagdo (contra-ions)
podem ser utilizados, os quais incluem polimeros sintéticos e naturais, anions metalicos e sais
inorganicos (Lawall Werneck Cerqueira et al., 2020). Diferentes tipos e concentracdes de
contra-ions podem promover variagdes na densidade de reticulagdo e na organizacao da matriz
polimérica, o que impacta o tamanho, a morfologia e a carga superficial das nanoparticulas,
além da eficiéncia de encapsulacdo e do perfil de liberacdo do(s) composto(s) encapsulado(s).
Como agente reticulante, o TPP tem sido muito utilizado por conta de sua rapida capacidade de
gelificacdo, facilidade de manuseio, controle, alta compatibilidade e baixa toxicidade
(Abdelgawad; Hudson, 2019; Kaspar; Jakubec; §tépének, 2013). Contudo, as ligagdes i0nicas
formadas entre o TPP e a QT sdo relativamente sensiveis a variagdes de pH e forca idnica, o
que pode impactar a estabilidade das nanoparticulas durante o armazenamento (Estevinho et
al., 2013). Nesse contexto, outros potenciais contra-ions também estdo sendo explorados para
o preparo de nanoparticulas de QT, como: alginato, pectina, carragenina, goma xantana,
celulose, colageno, 4cido citrico e acido hialurdénico (Hamman, 2010; Lawall Werneck
Cerqueira et al., 2020; Luo; Wang, 2014). Esses contra-ions variam em termos de estrutura,
carga e peso molecular, o que influencia diretamente as propriedades finais das nanoparticulas,
como mencionado anteriormente. Desse modo, a escolha do contra-ion ideal depende da

aplicag¢do desejada e se trata de um fator critico no desenvolvimento de sistemas eficientes de
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liberagdo controlada ou de veiculos para aplicagdes terapéuticas e tecnoldgicas (Abdelgawad;
Hudson, 2019; Wang; Jung; Zhao, 2017).

Como a emulsifica¢do e a reticulagdo, o método micelar reverso (microemulsdo) se
fundamenta na reticulagao covalente, empregando micelas reversas como nanorreatores. Nessa
abordagem, os reticuladores (moléculas que possuem pelo menos dois grupos funcionais
reativos) possibilitam a criagdo de pontes entre cadeias de QT, resultando em aglomerados de
polimeros de QT interligados. Geralmente, um meio aquoso que contém QT e glutaraldeido ¢
combinado com um meio organico que inclui um solvente organico e um surfactante lipofilico,
como o bis-(2-etilhexil) sulfosuccinato de sodio (Khalid et al., 2021). Na preparacao de
nanoparticulas de QT, um obstaculo para a maioria dos métodos ¢ a complexidade em regular
a distribui¢do de tamanho das particulas, uma limitagao que o método micelar reverso superou,
pois permite a produgdo de nanoparticulas com uma distribuicdo de tamanho reduzida.
Ademais, quando comparada a técnica de gelificagdo idnica, por exemplo, a microemulsdo gera
nanoparticulas de menor tamanho (Riegger et al., 2018). No entanto, apesar do glutaraldeido
ser um dos catalisadores mais eficientes para a producao de nanoparticulas de QT, sua
citotoxicidade restringe sua aplicacdo na area biomédica. Este problema sugere a necessidade
de investigar agentes de reticulacdao seguros e eficientes para uso no método micelar reverso,
como a genipina (Baldino et al., 2015; Song et al., 2015).

Atualmente, a pesquisa de métodos de preparo que ndo impactam o meio ambiente esta
sendo cada vez mais explorada. Neste cenario, o processo de secagem através da técnica de
spray drying é destacado para a produgao de nanoparticulas de QT (Fernandez-Paz et al., 2022).
Nessa metodologia, a QT ¢ comumente diluida em uma solu¢do de &acido acético, e as
nanoparticulas sdo produzidas ao passar essa solu¢do por um bico a uma temperatura de ar que
varia entre 120°C e 150°C. As caracteristicas das nanoparticulas de QT produzidas por essa
técnica sdo influenciadas por diversos fatores operacionais, tais como o tamanho do bico, a
vazao e as temperaturas de entrada e saida (Ngan et al., 2014). Os inconvenientes desse método
englobam um tempo de processamento prolongado, producao de particulas de grande dimensao

e inadequacdo para IFAs termossensiveis (Bagaran et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho consiste no desenvolvimento de nanoparticulas de QT

carregadas com MPD visando o tratamento da Sindrome Respiratéria Aguda Grave decorrente
da COVID-19.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adequar e otimizar uma metodologia analitica para identificar e quantificar a MPD e o MPS
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

e Desenvolver nanoparticulas de QT carregadas com MPD ou MPS por meio da metodologia
de gelificagdo idnica, avaliando a influéncia do contra-ion ¢ da forma do firmaco nas
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de QT a partir de-analises de
diametro hidrodinamico médio, indice de polidispersividade, potencial Zeta e eficiéncia de

encapsulacao.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAIS

A MPD (padrao secundario farmacéutico) e o MPS (po liofilizado de sal de sodio de
6a-metilprednisolona 21-hemisuccinato) foram adquiridos da Sigma-Aldrich RTC (Laramie,
Wyoming, EUA). A QT de baixo peso molecular (PM: 50,000-190,000 Da; GD: 75-85%), o
tripolifosfato de sodio e a acetonitrila grau HPLC foram adquiridos através da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, Missouri, EUA). A coluna cromatografica modelo XBridge BEH C18, 1304, 5
um, 150 mm x 3,9 mm foi adquirida da Waters Corporation (Milford, Massachusetts, EUA). O
acido acético glacial e a acetona foram obtidos da Labsynth Produtos para Laboratoérios Ltda
(Diadema, S3o Paulo, Brasil). O acetato de amonio foi obtido através da Exodo Cientifica

(Sumaré, Sao Paulo, Brasil).

4.2 METODOS

4.2.1 Adequacio e otimizacio de metodologia analitica para a quantificacido dos farmacos

Tendo em vista que as nanoparticulas foram desenvolvidas com a MPD e com o MPS,
foi necessario buscar e adequar uma metodologia analitica capaz de identificar e quantificar
corretamente esses analitos. Para tanto, realizou-se uma busca por artigos cientificos que
descrevessem metodologias para a andalise dos IFAs supracitados através de CLAE. Dessa
forma, foi possivel adequar e otimizar as metodologias encontradas na literatura cientifica por
meio de testes experimentais.

Como embasamento para os testes realizados em laboratorio, foram utilizados os artigos
publicados por Rezaei et al. (2018) e Balakrishnan et al. (2022) (Balakrishnan; Prasad; Suresh
Babu, 2022; Rezaei et al., 2018). A partir dos artigos supracitados, foram adequados os
seguintes parametros: fase movel, fluxo de fase modvel, volume de inje¢do, coluna
cromatografica e temperatura do forno de aquecimento da coluna. Todos os testes realizados
para a obtencdo das metodologias finais, bem como as condi¢des finais de andlise, estdo

descritos de forma detalhada no item 5.1.
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4.2.2 Desenvolvimento das nanoparticulas
4.2.2.1 Nanoparticulas de quitosana com tripolifosfato de sodio (TPP) (Nanoparticulas
brancas;, NO-TPP)

O desenvolvimento das nanoparticulas brancas de QT com TPP (n=3) foi baseado na
metodologia de gelificacdo idnica (Calvo et al., 1997; Ding et al., 2022), conforme ilustrado na
Figura 7. Nesse procedimento, foram utilizadas solugdes de QT com concentragdo igual a 1,75
mg/mL e de TPP com concentracao igual a 1,0 mg/mL. A producao da solucao de QT a 1,75
mg/mL foi realizada por meio da solubiliza¢do da QT em acido acético 1%, sob agitacdo, por
30 minutos. Seguidamente, o pH da solucao final foi ajustado para 4,7 com aminometilpropanol
(AMP). J4 a solugdo de TPP a 1,0 mg/mL foi produzida por meio da solubilizacdo do TPP em
agua purificada. Posteriormente, o pH da soluc¢ao foi ajustado para 9,0 com 4cido acético a 1%.

Ap0s realizar o preparo das solugdes, 15 mL da solugdo de QT eram submetidos a
agitacao (800 rpm). Em seguida, 6 mL da solu¢do de TPP eram gotejados sobre a solucdo de
QT por meio de uma seringa de 5 mL com agulha (propor¢do de 5:2 entre a solugdo de QT e a
solugdo de TPP, respectivamente). Apos finalizar o gotejamento do TPP, todo o conteudo era
mantido sob agitagdao (800 rpm) por 1 hora a 21°C para que ocorresse a reticulacao i6nica entre
a QT e o TPP, promovendo a formagao das nanoparticulas. Por fim, a suspensao era submetida

a processador ultrassonico por 15 minutos, com amplitude de 60% e em banho de gelo.

Figura 7 — Representagdo esquematica da producdo das nanoparticulas brancas (NQ-TPP)
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(1,75 mg/mL) durante 1 hora (21°C) com amplitude de 60%

durante 15 minutos

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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4.2.2.2 Nanoparticulas de quitosana com tripolifosfato de sodio (TPP) carregadas com MPD
(NO-TPP-MPD)

O desenvolvimento das nanoparticulas de QT com MPD (n=3) foi baseado na
metodologia de gelificagdo idnica (Calvo et al., 1997; Ding et al., 2022). Nesse procedimento,
foram utilizadas solu¢des de QT com concentracdo igual a 1,75 mg/mL e de TPP com
concentracgdo igual a 1,0 mg/mL. A produgdo da solucao de QT a 1,75 mg/mL foi realizada por
meio da solubiliza¢do da QT em acido acético 1%, sob agitacdo, por 30 minutos. Seguidamente,
o pH da solugdo final foi ajustado para 4,7 com aminometilpropanol (AMP). J4 a solugdo de
TPP a 1,0 mg/mL foi produzida por meio da solubilizagdo do TPP em &4gua purificada.
Posteriormente, o pH da solugdo foi ajustado para 9,0 com acido acético a 1%.

Em seguida, 5 mg de MPD foram solubilizados em 3 mL de acetona em ultrassom por
15 minutos. A necessidade de realizar essa etapa inicial de solubilizagcdo do IFA em acetona se
deu por testes experimentais prévios, os quais demonstraram a falta de miscibilidade da MPD
na solugdo acida de QT. Desse modo, a acetona foi escolhida como solvente organico para
solubilizar o IFA, tendo em vista suas caracteristicas fisico-quimicas e seu carater hidrofobico.

Feito isso, o IFA solubilizado em acetona era vertido sobre 13 mL da solucao de QT, e
todo o conteudo era deixado sob agitacao (800 rpm) por 30 minutos. Em seguida, 5 mL da
solucao de TPP eram gotejados sobre a solugdao de QT + IFA por meio de uma seringa de 5 mL
com agulha (propor¢do de aproximadamente 5:2 entre a solugcdo de QT e a solugdao de TPP,
respectivamente). Apos finalizar o gotejamento do TPP, todo o conteudo era mantido sob
agitacao (800 rpm) por 1 hora a 21°C para que ocorresse a reticulagdo idnica entre a QT e o
TPP, promovendo a formagdo das nanoparticulas. Por fim, a suspensdo era submetida a

processador ultrassonico por 15 minutos, com amplitude de 60% e em banho de gelo (Figura

8).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da producdo das nanoparticulas de QT-TPP com MPD
(NQ-TPP-MPD)
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.2.2.3 Nanoparticulas de quitosana com tripolifosfato de sodio (TPP) carregadas com MPS
(NQ-TPP-MPS)

O desenvolvimento das nanoparticulas de QT com MPS (n=3) também foi baseado na
metodologia de gelificagdo i6nica (Calvo et al., 1997; Ding et al., 2022). Nesse procedimento,
foram utilizadas solugdes de QT com concentracao igual a 1,75 mg/mL e de TPP com
concentragdo igual a 1,0 mg/mL. A produ¢ado da solugdo de QT a 1,75 mg/mL foi realizada por
meio da solubiliza¢dao da QT em acido acético 1%, sob agitacao, por 30 minutos. Seguidamente,
o pH da soluc¢do final foi ajustado para 4,7 com aminometilpropanol (AMP). Ja a solucdo de
TPP a 1,0 mg/mL foi produzida por meio da solubilizagdo do TPP em agua purificada.
Posteriormente, o pH da solu¢do foi ajustado para 9,0 com acido acético a 1%.

Em seguida, 5 mg de MPS foram dissolvidos em 1 mL de dgua purificada em ultrassom
por 15 minutos. A necessidade de realizar essa etapa inicial de solubilizacdo do IFA em agua

se deu por testes experimentais prévios, os quais demonstraram a falta de miscibilidade do MPS
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na solugdo acida de QT. Desse modo, a agua foi escolhida como solvente para solubilizar o
IFA, tendo em vista suas caracteristicas fisico-quimicas e seu carater hidrossoluvel.

Feito isso, o IFA solubilizado em 4gua era vertido sobre 14 mL da solucao de QT, e
todo o conteudo era deixado sob agitacao (800 rpm) por 30 minutos. Em seguida, 6 mL da
solug@o de TPP eram gotejados sobre a solu¢do de QT + IFA por meio de uma seringa de 5 mL
com agulha (propor¢do de aproximadamente 5:2 entre a solugdo de QT e a solugdao de TPP,
respectivamente). Apos finalizar o gotejamento do TPP, todo o conteudo era mantido sob
agitacdo (800 rpm) por 1 hora a 21°C para que ocorresse a reticulagdo idnica entre a QT e o
TPP, promovendo a formac¢do das nanoparticulas. Por fim, a suspensdo era submetida a

processador ultrassonico por 15 minutos, com amplitude de 60% e em banho de gelo (Figura
9).

Figura 9 — Representacdo esquematica da producdo das nanoparticulas de QT-TPP com MPS
(NQ-TPP-MPS)

14 mL de solugdo de QT
(1,75 mg/mL) + MPS

Ultrassom durante
15 minutos

Agitagdo a 800 rpm
5 mg de MPS em durante 30 minutos (21°C)

1 mLdeH,0

6 mL de solugdo de TPP
| (1,00 mg/mL)
¥

NQ-TPP-MPS

& .

Processador ultrassénico com
amplitude de 60% durante 15 minutos

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Agitagdo a 800 rpm
durante 1 hora (21°C)
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4.2.2.4 Nanoparticulas de quitosana carregadas com MPS (NQ-MPS)

O desenvolvimento das nanoparticulas de QT com MPS, sem TPP (n=3), se baseou na
interacdo ionica entre o IFA e a QT. Nesse procedimento, foi utilizada a solugao de QT com
concentragdo igual a 1,75 mg/mL. A producdo da solucdo de QT a 1,75 mg/mL foi realizada
por meio da solubilizacdo da QT em &cido acético 1%, sob agitacdo, por 30 minutos.
Seguidamente, o pH da solucdo final foi ajustado para 4,7 com aminometilpropanol (AMP).

Posteriormente, 5 mg de MPS eram solubilizados em 3 mL de dgua purificada em
ultrassom por 15 minutos. A necessidade de realizar essa etapa inicial de solubilizagdo do IFA
em agua se deu por testes experimentais prévios, os quais demonstraram a falta de miscibilidade
do MPS na solugdo acida de QT. Desse modo, a agua foi escolhida como solvente para
solubilizar o IFA, tendo em vista suas caracteristicas fisico-quimicas e seu carater
hidrossoluvel.

Feito isso, os 3 mL da solugdo aquosa do IFA eram gotejados sobre 7,5 mL de solugdo
de QT por meio de uma seringa de 5 mL com agulha (proporcao de aproximadamente 5:2 entre
a solucdo de QT e a solucao do IFA, respectivamente). Apos finalizar o gotejamento do IFA,
todo o contetido era mantido sob agitacao (800 rpm) por 1 hora a 21°C para que ocorresse a
interacdo i6nica entre a QT e o MPS, promovendo a formagdo das nanoparticulas e a
incorporagdo do IFA nas mesmas. Por fim, a suspensdo era submetida a processador

ultrassonico por 15 minutos, com amplitude de 60% e em banho de gelo (Figura 10).

Figura 10 — Representacao esquematica da producao das nanoparticulas de QT com MPS

(NQ-MPS)
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b Goe¥

Ultrassom durante Transferéncia do MPS Agitacdo a 800 rpm Processador ultrassénico
15 minutos solubilizado em H,0 durante 1 hora (21°C) com amplitude de 60%
para a seringa de 5 mL durante 15 minutos

Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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4.2.3 Caracteriza¢do das nanoparticulas
4.2.3.1 Didmetro Hidrodindmico Médio (DHm), Indice de Polidispersividade (Pdl) e Potencial
Zeta (PZ)

O DHm e o PdI das amostras foram determinados através da técnica de Espalhamento
Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering, DLS), com angulo de incidéncia do laser em
relagdo a amostra de 173°. O potencial Zeta (PZ), por sua vez, foi mensurado por meio da
avaliacdo da mobilidade eletroforética. As analises foram realizadas no equipamento Zetasizer

Nano ZS90 (Malvern®), em triplicata e temperatura ambiente, sem dilui¢do prévia da amostra.

4.2.3.2 Eficiéncia de Encapsulagdo (EE)

A eficiéncia de encapsulagdo dos IFAs nas nanoparticulas (n=3) foi determinada de
maneira indireta, isto €, através da ultracentrifugacao das amostras seguida pela analise dos
ultrafiltrados obtidos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para analisar as
suspensoes das nanoparticulas de QT carregadas com MPS e MPD, foi preciso diluir as
amostras na propor¢do de 1:3 v/v em agua ultrapura (MilliQ). Seguidamente, as amostras eram
ultrafiltradas por meio de filtro Amicon® de 4 mL (4000 rpm por 20 minutos). Os ultrafiltrados
eram coletados e filtrados (filtro PVDF de 0,45 um) para prosseguir a quantificagdo dos IFAs
por CLAE (Ding et al., 2022).

As condi¢des cromatograficas finais comuns aos dois IFAs consistiram em:
cromatografia de fase reversa com coluna modelo XBridge BEH C18, 150 mm x 3,9 mm com
particulas de 5 pum; temperatura do forno de aquecimento da coluna igual a 50 °C; fase mével
composta de tampao acetato de amonio 0,1M com pH 5,7 (A) e acetonitrila (B) na propor¢ao
de 75:25; fluxo de fase mdvel de 1,5 mL por minuto; comprimento de onda de 244 nm para a
obtengdo dos picos cromatograficos (244 nm correspondeu ao comprimento de onda de méxima
absorbancia para MPS e MPD) e tempo de corrida de 12 minutos (Balakrishnan; Prasad; Suresh
Babu, 2022; Rezaei et al., 2018).

Com relagao as demais condi¢des cromatograficas, os parametros que se diferenciaram
entre os dois IFAs analisados foram os volumes de inje¢do e os solventes utilizados para
construir as curvas analiticas. Em relacdo aos volumes de inje¢do, utilizou-se 10 uLL para MPS
e 40 uL para MPD. Para a construgdo das curvas analiticas de MPS a solugdo padrao estoque e
as dilui¢des obtidas a partir dela foram preparadas em uma solug¢ao de dgua ultrapura (MilliQ)

e acetonitrila na propor¢ao de 50:50. J& para a constru¢ao das curvas analiticas de MPD, a
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solugdo padrao estoque foi preparada em acetonitrila; a diluicdo subsequente foi preparada com
25% da solugdo estoque e 75% de tampao acetato de amonio 0,1M; as demais dilui¢des foram
preparadas sempre com 50% da solugdo anterior (concentragdao maior) e 50% de tampao acetato
de amonio 0,1M.

O cromatodgrafo a liquido de alta eficiéncia (Waters™ ACQUITY™ Arc™) utilizado
nas analises € composto de detector de arranjo de diodos (DAD) modelo 2998, uma bomba
quaternaria (QSM-R), sistema automatico de injecao de amostras (SM FTN-R) com controle
de temperatura e um forno de aquecimento de colunas. O software Empower™ foi utilizado
para aquisi¢do e processamento de dados. A EE dos IFAs nas nanoparticulas foi calculada

através da equagao abaixo.
Equagado 1 — Equagdo utilizada para calcular a EE dos IFAs nas nanoparticulas

Massa total de IFA adicionado - quantidade de IFA encontrado
X

100
Massa total de IFA adicionado

EE (%) =
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ADEQUACAO E OTIMIZACAO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
QUANTIFICACAO DOS FARMACOS

Inicialmente, a composi¢ao da fase movel pode ser definida apos testarmos diferentes
combinagdes de acetonitrila (ACN) e agua ou tampao acetato 0,1M (pH 5,7). Inicialmente, os
testes foram realizados com a fase movel composta por ACN:H>O nas proporgdes de 60:40,
50:50, 65:35 e 70:30, respectivamente. Vale salientar que o uso de metodologias por CLAE
com coluna de fase reversa octadecilsilano (C18) ¢ largamente empregado na determinagdo de
IFAs. No caso da MPD, a maior parte dos artigos cientificos encontrados também empregava
essa coluna. A partir disso, optou-se por iniciar os experimentos com a coluna C18 da marca
Waters™, modelo XBridge BEH.

Entretanto, os resultados ndo foram satisfatorios, visto que os picos correspondentes ao
MPS ficaram assimétricos, alargados, duplos, com caudas e frontes (Figura 11). Além disso, o
MPS apresentou baixo tempo de retencdo, ou seja, a eluicdo desse IFA ocorreu rapidamente
(entre 1 e 2 minutos), o que pode ter ocorrido em virtude de uma baixa afinidade do MPS com
a fase estacionaria. A coluna C18 utilizada ¢ constituida de uma fase estacionaria apolar, ao
passo que o MPS consiste em um analito hidrossolivel (Moldoveanu; David, 2025a). Desse
modo, ¢ possivel que o MPS tenha permanecido, predominantemente, na fase mével (mais
polar), o que fez com que o analito fosse carreado rapidamente pela coluna, resultando em uma
elui¢do muito rapida (Wu et al., 2022). Essa caracteristica ndo ¢ desejavel, pois significa que a
eluicdo do analito estava proxima do volume morto, que corresponde ao tempo necessario para
que haja a eluigao de um componente nao retido. Assim, a pureza e a resolugao do pico do IFA

podem ser comprometidas (Ding et al., 2025; Simon; Kovécs; Szabd, 2025).
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Figura 11 — Cromatogramas referentes ao padrao de MPS (300 pg/mL) com diferentes
proporgdes de fase movel (ACN e H>O). (A) fase movel composta por 60:40 de ACN:H>O;
(B) fase mdvel composta por 50:50 de ACN:H»O; (C) fase movel composta por 65:35 de
ACN:H>0O; (D) fase mével composta por 70:30 de ACN:H>O. Analises realizadas com coluna
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Apds a obtencdo de resultados ndo satisfatorios com as fases moveis e a coluna
cromatografica apresentadas anteriormente, optou-se por testar uma coluna cromatografica de
fenil, muito utilizada para analisar compostos aromaticos e moderadamente polares. Na Figura
12, pode-se analisar os cromatogramas obtidos com a utilizagao da coluna de fenil e, apesar de
terem sido testadas diferentes proporgdes de fase mdvel composta por dgua e acetonitrila, todos
os picos ficaram assimétricos e apresentaram fronte. Além disso, a temperatura do forno da
coluna foi modificada com a intencdo de melhorar a resolugao dos picos, mas este parametro

ndo foi suficiente para produzir picos simétricos e com boa resolucao.
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Figura 12 — Cromatogramas referentes ao padrao de MPS (300 pg/mL) com diferentes
proporcdes de fase movel (ACN e H>O) e diferentes temperaturas do forno de aquecimento da
coluna (T °C). (A) fase mdvel composta por 60:40 de ACN:H>O sem emprego de
temperatura; (B) fase movel composta por 60:40 de ACN:H>O e T 40°C; (C) fase movel
composta por 60:40 de ACN:H>O e T 45°C; (D) fase movel composta por 50:50 de ACN:H>O
e T 30°C; (E) fase mével composta por 50:50 de ACN:H2O e T 50°C. Anadlises realizadas

com coluna de fenil

0.35
2,001
0.30
1.50+ 0.25
5 0.20
1.0+ 2
0.15]
0104
0.50
0.059 J
maid Q.0
T T T — T T T T - -
000 0.50 100 1.50 200 250 300 3% .00 4% 000 05 100 150 200 250 300 3% 500 4%
Minutes Minutes
.30 0.104
0.25 0.084
0.20
0.067
2 2
0.15
0.0
0.109
0.029
0.05-
o 0.00
T T T T
000 0.50 1,00 150 200 250 300 350 400 450 500 0.00 1.00 200 300 400 5.00 6.00 7.00 800 9.00 10.00

Minutes

(E)

0.20]
0.18
0.16
0.14]

0.12

AU

0.107
0.087
0.06
0.04

0.02

o

T T T T T T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 3.50 4.00 450

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Tendo em vista que as diferentes propor¢des de ACN:H,O avaliadas como fase movel
ndo produziram bons resultados com a coluna C18 e com a coluna de fenil, uma outra
composicao de fase movel foi proposta com o emprego de tampao acetato de amdnio 0,1M (pH
5,7) e acetonitrila (propor¢des de 60:40, 70:30 e 75:25). Nesse contexto, vale ressaltar que fases

moveis com agua sao mais indicadas para compostos neutros, ao passo que fases moveis
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constituidas por tampdes aquosos sdo indicadas para compostos ionizaveis (como € o caso do
MPS) (Moldoveanu; David, 2025b). Isso ¢ explicado pelo fato de os tampdes serem capazes de
manter o grau de ionizagdo das moléculas, o que evita a formagdo de picos com caudas (Djaji¢
et al., 2022). Como pode-se observar na Figura 13, a utilizacdo da fase movel composta de
tampao e ACN, em conjunto com o emprego da coluna C18, originou picos simétricos € com

boa resolugao.

Figura 13 — Cromatogramas referentes ao padrao de MPS (300 pg/mL) com diferentes
proporgdes de fase movel (tampao acetato de amonio pH 5,7 a 0,1M e ACN). (A) fase movel
composta por 60:40 de tampao: ACN; (B) fase movel composta por 70:30 de tampao:ACN;

(C) fase mdvel composta por 75:25 de tampao:ACN. Anélises realizadas com coluna C18
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

No entanto, foi preciso adequar a proporcao entre os dois constituintes da fase movel,
visto que nas propor¢des de 60:40 e 70:30 (tampao:ACN) o MPS eluiu rapidamente, isto &,
proximo do volume morto (assim como aconteceu com a fase mével constituida de dgua e
ACN). Além disso, a proporcao de 60:40 gerou um pico duplo. Ao aplicar a proporcao de 75:25,
obteve-se um pico simétrico, com boa resolugdo, sem caudas, frontes e alargamentos. Ademais,
o tempo de retengdo do MPS se mostrou adequado por ndo ficar préximo do volume morto.

Desse modo, a fase movel formada por tampao acetato de amonio 0,IM (pH 5,7) e ACN, na
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propor¢do de 75:25, respectivamente, foi a escolhida para realizar a identificacdo e
quantificagdo da MPD nas nanoparticulas (Figura 13C).

Durante a adequagao da proporcao da fase movel composta por tampao e ACN, também
foi necessario ajustar o fluxo da fase movel, o forno de aquecimento da coluna e o volume de
inje¢do da amostra. Para os dois IFAs empregados neste trabalho (MPS e MPD), o fluxo de fase
movel correspondente a 1,5 mL/min e a temperatura do forno da coluna igual a 50 °C gerou
picos bem definidos. As outras condigdes testadas em relacdo ao fluxo e a temperatura
produziram picos alargados, geralmente com cauda e/ou fronte.

Com relacdo ao volume de inje¢ao da amostra, dois parametros distintos precisaram ser
definidos para MPS e MPD: 10 pL para MPS e 40 uL para MPD. Para o MPS, apenas 10 pL
foram suficientes para gerar uma linha de base adequada, além de um pico simétrico e com boa
resolugdo, inclusive para concentracdes baixas das solugdes padrao. Ja para o MPD, volumes
inferiores a 40 pL produziram picos simétricos € com boa resolu¢do, porém a linha de base
ficou com muitos ruidos (Figura 14).

E importante ressaltar que o MPS foi utilizado para iniciar os testes em laboratério e
realizar a otimizacdo do método analitico. Apos definir a coluna cromatografica, a composi¢ao
da fase movel, o fluxo da fase mével e a temperatura do forno de aquecimento da coluna através
dos testes realizados com o MPS, essas condi¢des foram aplicadas a MPD (base livre) e também
se mostraram adequadas. Isto €, ao utilizar os parametros definidos com o MPS para a analise
da MPD, foram obtidos picos cromatograficos simétricos, bem definidos e sem distor¢des.
Diante disso, fez-se necessario adequar, individualmente, somente o volume de inje¢do das

amostras (10 uL para MPS e 40 pL para MPD).



45

Figura 14 — Cromatograma referente ao padrao de MPD com volume de inje¢do igual a 20
pL, fase mével tampao acetato de amonio:ACN (75:25), fluxo da fase movel de 1,5 mL/min e
temperatura do forno de aquecimento da coluna igual a 50 °C. Anélise realizada com coluna
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A partir de todos os experimentos descritos anteriormente, foi possivel definir as
condi¢Oes cromatograficas finais para a analise de MPS e MPD por CLAE (Figura 15). Em
ambas, ¢ possivel notar que os picos cromatograficos sao simétricos, bem definidos e nao
possuem alargamento, cauda, fronte e outras distor¢des. Os parametros finais definidos foram:
coluna C18, eluigdo isocratica com fase movel composta por tampao acetato de amonio:ACN
(75:25), fluxo da fase movel de 1,5 mL/min, temperatura do forno de aquecimento da coluna
igual a 50 °C e detecgdo dos picos em 244 nm. O volume de inje¢do para MPD corresponde a

40 puL e para MPS corresponde a 10 pL.
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Figura 15 — Cromatogramas referentes aos padroes de MPD e MPS (300 pg/mL) analisados
nas condi¢des finais determinadas, sendo (A) MPD e (B) MPS
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA

Como ja descrito, a gelificacao idnica ¢ o método mais comumente empregado para o
preparo de nanoparticulas de QT, utilizando contra-ions de carga oposta para promover o
entrecruzamento das cadeias poliméricas. O tipo de contra-ion influencia diretamente as
caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas e, alguns farmacos, ao se ionizarem
negativamente em meio aquoso, podem atuar como reticulantes, favorecendo a interacao com
a QT e potencializando a eficiéncia de encapsulacdo (Cho et al., 2024; Lawall Werneck
Cerqueira et al., 2020; Zacaron et al., 2023). Assim, nesta etapa do trabalho, investigamos: (1)
a influéncia do tipo de reticulante nas caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas,
utilizando o fArmaco na forma de succinato s6dico como agente de reticulagao e comparando-

o com um reticulante classico (TPP); e (2) se diferentes formas do farmaco — a base livre, mais



47

hidrofébica, e o sal solivel (succinato so6dico) — impactariam nas propriedades das
nanoparticulas, especialmente na eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados obtidos sdo

apresentados abaixo.

5.2.1 Diametro Hidrodinimico Médio (DHm), indice de Polidispersividade (PdI) e
Potencial Zeta (PZ)

Na Tabela 1, estao apresentados os resultados de DHm, Pdl e PZ para as nanoparticulas
de QT brancas (NQ-TPP) e para as trés formulagdes de nanoparticulas de QT desenvolvidas,

empregando-se MPD ou MPS (NQ-TPP-MPD, NQ-TPP-MPS e NQ-MPS).

Tabela 1 — Resultados™ das analises de DHm, PdI e PZ para as nanoparticulas de QT brancas

e para as nanoparticulas de QT contendo MPS ¢ MPD

Formulacao DHm (nm) Pdl PZ (mV)
NQ-TPP 99,01 + 1,1 0,25+ 0,013 +24,7 + 1,40
NQ-TPP-MPD 107,12 £5,3 0,25 + 0,006 +19,6 + 1,35
NQ-TPP-MPS 106,07 + 3,3 0,41 +0,011 +20,8 = 1,13
NQ-MPS 483,60 + 83,7 0,59 + 0,052 +20,9 + 1,52

*Qs valores sdo expressos como média = desvio padrdo (n = 3).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi usada neste trabalho para
determinar o tamanho das nanoparticulas nas suspensodes coloidais. Comumente, essa técnica
tem sido usada para medir o tamanho das particulas de amostras coloidais em suspensao, para
estudar a estabilidade de formulagdes e para detectar a presenca de agregacao ou aglomeragao.
O DLS mede o didmetro hidrodinamico médio (DHm) das particulas através da dispersao de
luz de um laser que passa pela suspensao coloidal e analisa a modulagdo da intensidade da luz
dispersa em funcdo do tempo. Assim, o0 movimento browniano das particulas individuais ¢é
convertido em tamanho de particula por meio de softwares incorporados nos equipamentos, 0s
quais utilizam a equacao de Stokes Einstein (Raval et al., 2019).

Com relagdo aos resultados obtidos de DHm, ¢ possivel observar que os dois tipos de
nanoparticulas de QT desenvolvidas com TPP (NQ-TPP-MPD e NQ-MPS) apresentaram

tamanhos similares e inferiores as nanoparticulas produzidas sem TPP (NQ-MPS). As NQ-
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TPP-MPD e as NQ-TPP-MPS apresentaram DHm iguais a 107,12 £ 5,3 nm e 106,07 + 3,3 nm,
respectivamente. Ja as NQ-MPS obtiveram DHm igual a 483,60 = 83,7 nm. Esses resultados
demonstram que a utilizagdo do TPP ¢ um fator importante para controlar o DHm das
nanoparticulas de QT ao final do processo. E possivel que, devido a esse contra-ion apresentar
elevada densidade de carga no pH utilizado para sua solubiliza¢io (pH 9,0), haja uma interagao
mais eficiente com os sitios protonados da QT. Essa interacdo pode favorecer o processo de
reticulagcdo i6nica, resultando na formagao de particulas menores e mais estaveis (Pan et al.,
2020). Em contraste, o0 MPS possui apenas um grupamento funcional capaz de ionizar em
solugdo (Figura 2), o que limita sua capacidade de interacdo com a QT. Essa limitagdo pode
comprometer a eficiéncia do processo de crosslinking, tfavorecendo a formacao de aglomerados
e resultando em sistemas particulados com menor homogeneidade de tamanho, o que fica
evidente a partir do valor de desvio padrao obtido.

Além do DHm, o indice de polidispersividade (PdI) ¢ outro parametro importante que
descreve a largura ou a dispersao da distribuicdo do tamanho das particulas e tem relacdo direta
com a estabilidade das particulas. Nesse sentido, ¢ consenso na literatura que valores de PdI
menores que 0,3 sdo caracteristicos de amostras monodispersas (Tavares et al., 2020).
Entretanto, alguns autores consideram adequados valores abaixo de 0,4 (Ta et al., 2021;
Valencia et al., 2021), o que foi observado para ambas as formulagdes preparadas com o TPP.
No entanto, um maior valor foi obtido para as NQ-TPP-MPS. Nesse contexto, sugerimos que o
maior valor de Pdl observado para essas nanoparticulas possa ser atribuido a possivel
competicdo entre o TPP e o MPS pelos sitios protonados da QT. Essa competicdo pode
comprometer a uniformidade do processo de reticulagdo i06nica, resultando na formacao de
particulas com maior heterogeneidade de tamanho. Por sua vez, para as NQ-MPS, o elevado
valor de PdI pode refletir a maior dificuldade de reticulagdo do farmaco com os sitios
protonados da QT, conforme discutido anteriormente, resultando em particulas com maior
heterogeneidade de tamanho.

Finalmente, o PZ consiste na medida da carga superficial de uma nanoparticula. Quando
uma nanoparticula esta localizada em uma solucdo ionica, a superficie carregada ¢ cercada por
uma dupla camada elétrica. Uma camada de ions com carga oposta a da superficie da
nanoparticula constitui a camada de Stern. A segunda camada fica sobre a camada de Stern e ¢
composta de contra-ions com carga oposta, que permanecem contra o plano de deslizamento.
O PZ pode ser determinado pela diferenca entre o potencial da superficie da nanoparticula e a

solugdo na qual a nanoparticula reside, resultante da alteragdo da velocidade da particula que se
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move em dire¢do a um eletrodo, o que promove a variagdo do campo elétrico em toda a amostra
(Raval et al., 2019).

O PZ reflete a carga de superficie das particulas e apresenta influéncia direta na
interacao bioldgica, bem como na estabilidade coloidal das nanoparticulas (Raval et al., 2019).
A literatura aponta que nanoparticulas que apresentem PZ > +30 mV sdo altamente estaveis,
uma vez que, devido a repulsdo eletrostatica, ndo ha a tendéncia a agregacao das particulas em
suspensdo. No entanto, nanoparticulas cujo PZ esteja compreendido entre &+ 20-30 mV podem
apresentar estabilidade satisfatéria (Bhattacharjee, 2016), o que se aplica as formulagdes
desenvolvidas em nosso trabalho. Nesse caso, os valores de PZ positivos sdo devido a
protonagdo dos grupos amino da QT em meio acido e estdo condizentes com os obtidos em
outros estudos da literatura (Dos Santos et al., 2022; Huang et al., 2023; Valverde-Fraga et al.,
2023). Por fim, € importante ressaltar que as nanoparticulas também podem ser estabilizadas do
ponto de vista coloidal por meio de impedimento estérico ou uma combinagdo desse
impedimento com a repulsdo eletrostatica (Mudalige et al., 2019).

Na literatura cientifica, ¢ possivel encontrar estudos envolvendo o desenvolvimento de
nanoparticulas de QT com resultados similares aos que foram alcangados neste trabalho. No
trabalho desenvolvido por Ding et al. (2022), por exemplo, foram produzidas nanoparticulas de
QT-TPP por meio do método de gelificagdo i6nica visando a encapsulacdo da MPD para
administracdo direcionada ao pulmdao. O DHm das nanoparticulas produzidas foi de
aproximadamente 120,6 nm, com PdI abaixo de 0,2 e PZ de +14,5 mV (Ding et al., 2022).

Ahmadi et al. (2018), por sua vez, desenvolveram nanoparticulas de QT-TPP carregadas
com Oleo essencial de Saturega hortensis pelo método de gelificacdo idnica e obtiveram DHm
de 85 nm para as nanoparticulas brancas (NQ-TPP), com PdI de 0,37. Ja as nanoparticulas de
QT-TPP contendo Saturega hortensis apresentaram DHm de 192,1 nm e PdI igual a 0,22
(Ahmadi et al., 2018).

No estudo publicado por Wu et al. (2017), os autores prepararam nanoparticulas de QT-
TPP através de reticulacao i6nica para encapsular resveratrol. Para as nanoparticulas brancas
(NQ-TPP), foram alcancados os seguintes resultados: DHm igual a 105 nm, PdI igual a 0,221
e PZ igual a +22,7 mV. Ja para as NQ-TPP carregadas com resveratrol, os pesquisadores
testaram duas concentracdes de resveratrol durante o preparo das nanoparticulas: 1 mg/mL (R-
CS-1) e 5 mg/mL (R-CS-5). Assim, foram obtidos resultados de DHm iguais a 172 nm (R-CS-
1) e 217 nm (R-CS-5), PdI iguais a 0,256 (R-CS-1) e 0,262 (R-CS-5) e PZ iguais a +38,7 mV
(R-CS-1) e +58,8 mV (R-CS-5) (Wu et al., 2017).
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Dos Santos et al. (2022) desenvolveram nanoparticulas de QT-TPP por meio de
gelificacdo i6nica para a incorporagdo de 5-fluorouracil. Nesse estudo, os autores avaliaram a
influéncia da modifica¢ao do pH do meio nas caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas.
Ao incorporar o farmaco em uma solugao de QT com pH 4,5, foram formadas nanoparticulas
com DHm entre 122-149 nm e PdI entre 0,240 e 0,350. Em contrapartida, ao incorporar o
farmaco em uma solucdo de QT com pH 5,5, foram formadas nanoparticulas com DHm entre
262-301 nm e PdI entre 0,680 ¢ 0,890. Ja o PZ das nanoparticulas produzidas em pH 4,5 variou
de +21,6 a +35,3 mV, enquanto o PZ das nanoparticulas produzidas em pH 5,5 variou de +14,1
a+21,6 mV (Dos Santos et al., 2022).

Huang et al. (2023) produziram nanoparticulas de QT, através de gelificacdo idnica,
com ciclosporina A para a administragdo pulmonar profunda do IFA. As nanoestruturas
desenvolvidas apresentaram DHm entre 135 nm e 273 nm, PdI entre 0,14 ¢ 0,26 ¢ PZ entre
+9,70 e +44,30 mV. As condig¢des 6timas de producao das nanoparticulas produziram DHm de
224,90 = 0,97 nm, PdI de 0,14 £ 0,06 ¢ PZ de 24,10 + 0,10 mV (Huang et al., 2023).

Por fim, na pesquisa publicada por Deshpande et al. (2017), foram desenvolvidas
nanoparticulas de QT-TPP, por gelificacdo i6nica, complexadas com zinco. Os autores
obtiveram nanoparticulas com DHm superior em comparagdo aos estudos mencionados
anteriormente, resultados estes que se aproximam mais dos valores obtidos para as NQ-MPS.
Os resultados de DHm, Pdl e PZ das nanoparticulas de QT-TPP complexadas com zinco
corresponderam a 325 nm, 0,280 e +32,2 mV, respectivamente (Deshpande et al., 2017).

5.2.2 Eficiéncia de Encapsulaciao (EE)

Como mencionado na se¢ao 4.2.3.2, a determinacao da EE da MPD e do MPS nas
nanoparticulas de QT foi realizada de maneira indireta, por meio da técnica de CLAE. Para
1sso, foil necessario construir duas curvas analiticas, uma para cada IFA, as quais podem ser

visualizadas abaixo (Figuras 16 e 17).
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Figura 16 — Curva analitica utilizada para calcular a EE das nanoparticulas de QT com MPD

(concentracdes de 21,875 pg/mL; 43,750 pg/mL; 87,500 pg/mL; 175 pg/mL; 350 ug/mL)
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Figura 17 — Curva analitica utilizada para calcular a EE das nanoparticulas de QT com MPS

(concentragdes de 31,250 ng/mL; 62,500 pg/mL; 125 ng/mL; 250 ng/mL; 500 pg/mL)
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Na Figura 18, estdo apresentados os cromatogramas referentes ao padrdo de MPD e ao

sobrenadante das NQ-QT-MPD.

Figura 18 — Cromatogramas referentes ao padrao de MPD (A) no ponto central da

curva analitica (87,5 ng/mL) e (B) sobrenadante das NP-QT-MPD
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Ja na Figura 19, estdao apresentados os cromatogramas referentes ao padrao de MPS e

aos sobrenadantes das NQ-QT-MPS e das NQ-MPS.
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Figura 19 — Cromatogramas referentes ao padrao de MPS (A) no ponto central da curva

analitica (125 pg/mL); (B) sobrenadante das NP-QT-MPS e (C) sobrenadante das NP-MPS
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Na Tabela 2, estdo apresentados os resultados de EE para as trés formulacdes de

nanoparticulas de QT desenvolvidas, empregando-se MPD ou MPS.

Tabela 2 — Resultados* das analises de EE para as nanoparticulas de QT contendo MPS e

MPD
Formulacgao EE (%)
NQ-TPP-MPD 23,68 +0,7
NQ-TPP-MPS 38,74 £ 6,4
NQ-MPS 38,26+ 1,4

*Os valores sdao expressos como média + desvio padrao (n = 3).

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Ao observar os resultados apresentados acima, ¢ possivel constatar que a EE do IFA nas
nanoparticulas foi mais baixa na formulacdo preparada com MPD, com cerca de 23% de
encapsulacdo do IFA. Ja as formulagdes desenvolvidas com MPS, com e sem TTP,
apresentaram EE superiores (cerca de 38%). A partir desses achados, fica evidente que a forma
do farmaco influencia na capacidade de encapsulacdo. Nesse contexto, sugerimos que a menor

EE verificada para a MPD esteja relacionada ao carater altamente hidrofobico do farmaco na
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forma base, o que resulta em baixa miscibilidade e interagdo limitada com a matriz de QT
(Souto; Severino; Santana, 2012). Por outro lado, no caso da forma solivel — que, como
mencionado anteriormente, encontra-se ionizada em solu¢do — ha uma maior interagao
quimica com a matriz de QT, predominantemente por meio de interagdes eletrostaticas, o que
favorece uma maior carga de firmaco nas nanoparticulas, independentemente da presenca de
TPP. No entanto, devido a elevada hidrossolubilidade, a MPS tende a se difundir para o meio
aquoso externo (Zhao et al., 2021). Vale pontuar que, para as NQ-TPP-MPS, os resultados de
EE obtidos neste trabalho (38,74%) ficaram proximos aos resultados obtidos em um estudo
publicado na literatura cientifica, no qual os autores também realizaram a encapsulagcao do MPS
em nanoparticulas de QT-TPP e obtiveram EE igual a 43,83% (Ding et al., 2022). Apesar das
diferencas observadas entre as formulacdes, todos os resultados apresentaram EE abaixo do que

consideramos adequado (50%).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados de caracterizagdo fisico-quimica obtidos para as quatro
formulacdes de nanoparticulas de QT desenvolvidas neste trabalho, foi possivel concluir que a
presenca do TPP contribuiu significativamente para a redu¢do do DHm das nanoparticulas,
enquanto sua auséncia resultou em particulas maiores. Juntamente a isso, os valores de PdI
evidenciaram a importancia da utilizacdo do TPP como contra-ion para promover uma maior
homogeneidade no tamanho das nanoparticulas.

Ja o PZ das formulagdes variou entre +19 mV e +24 mV, valores considerados
indicativos de estabilidade coloidal. Apesar disso, ¢ importante que sejam realizados estudos
complementares de estabilidade ao longo do tempo para confirmar a viabilidade das
formulacdes em condi¢des reais de armazenamento.

Em relagdo aos resultados de EE obtidos, foi possivel constatar que as formulagdes
contendo MPS, com ou sem TPP, apresentaram EE superiores em relagdo aquelas contendo
MPD, o que indica que a melhor solubilidade em meio aquoso favorece a interagao do farmaco
com a matriz polimérica de QT. Apesar das EEs obtidas estarem aquém do ideal para sistemas
nanoestruturados (geralmente > 50%), os resultados obtidos, especialmente para a formulacao
NQ-TPP-MPS, demonstram o potencial promissor da abordagem adotada neste trabalho.

Como perspectivas futuras, destaca-se a importancia de padronizar o processo de
secagem das nanoparticulas, a fim de obter formulacdes solidas adequadas a administracao
inalatéria. Sugere-se, ainda, a realizagdo de estudos de estabilidade fisico-quimica, perfil de
liberacao in vitro e, sobretudo, ensaios de eficacia terapéutica em modelos biologicos, de modo

a avangar na consolidacao dessa alternativa terapéutica.
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