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RESUMO

O cancer colorretal é o segundo mais letal, superado apenas pelo cancer de pulmao.
No Brasil, € estimado que o numero de casos cresga nos proximos trés anos, sendo
as mulheres, as mais afetadas. O 5-Fluorouracil (5-FU) é um dos farmacos mais
utilizados no tratamento do cancer colorretal, porém causa muitos efeitos colaterais.
Para contornar essas limitagcdes, uma das ferramentas inovadoras € a utilizagdo de
um sistema de liberacéo controlada. As nanoparticulas poliméricas de poliacido latico-
coglicdlico (PLGA) estao entre os sistemas mais empregados para esse fim por ser
um material biodegradavel e biocompativel. Dessa forma, foram empregados trés
diferentes métodos de sintese para obtengdo das nanoparticulas (NPs):
nanoprecipitacao, emulsdo simples e emulsdo dupla. Os resultados demonstraram
que as metodologias de sintese utilizadas foram adequadas para a obtencdo de
nanoparticulas com tamanho inferior a 300 nm, PDI menor que 0,2 e potencial zeta
negativo em torno de -30 mV, as imagens obtidas por MEV demonstram formas
esféricas. Além disso, o 5-FU sugere uma liberagao controlada e eficiente e, com a
técnica de emulsao dupla, obteve-se uma eficiéncia de encapsulamento de 71,4%. A
analise de FTIR mostrou que a incorporagcdao do 5-FU nao provocou alteracoes
significativas nos grupos funcionais do PLGA, indicando preservagcéo da estrutura
quimica do carreador. Ademais, as NPs nio foram citotéxicas as células CACO-2 na
auséncia do farmaco, mostrando boa biocompatibilidade com essas células e a
microscopia confocal indicou que a maior parte delas foi internalizada. Dessa forma,
esperamos que as nanoparticulas com o 5-FU melhorem sua eficacia e
direcionamento, de forma que os resultados possam contribuir para o

desenvolvimento de terapias alternativas contra o cancer colorretal.

Palavras chave: Cancer colorretal; Sintese de nanoparticulas; PLGA; 5-Fluorouracil



ABSTRACT

Colorectal cancer is the second most lethal, surpassed only by lung cancer. In Brazil,
the number of cases is expected to increase over the next three years, with women
being the most affected. 5-Fluorouracil (5-FU) is one of the most used drugs for
colorectal cancer treatment, but it causes numerous side effects. To overcome these
limitations, one innovative strategy is the use of controlled release systems. Poly(lactic-
co-glycolic acid) (PLGA) polymeric nanoparticles are among the most employed
systems for this purpose due to their biodegradability and biocompatibility. Three
different synthesis methods were used to obtain the nanoparticles (NPs):
nanoprecipitation, single emulsion, and double emulsion. The results demonstrated
that the synthesis methodologies employed were suitable for producing nanoparticles
with sizes below 300 nm, PDI lower than 0.2, and a negative zeta potential around -30
mV, with SEM images showing spherical shapes. Furthermore, 5-FU suggests a
controlled and efficient release, and with the double emulsion technique, an
encapsulation efficiency of 71.4% was achieved. FTIR analysis showed that the
incorporation of 5-FU did not cause significant changes in the functional groups of
PLGA, indicating preservation of the carrier’s chemical structure. Additionally, the NPs
were not cytotoxic to CACO-2 cells in the absence of the drug, demonstrating good
biocompatibility, and confocal microscopy indicated that most nanoparticles were
internalized. Therefore, it is expected that 5-FU-loaded nanoparticles may improve
drug efficacy and targeting, contributing to the development of alternative therapies

against colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer; Nanoparticle synthesis; PLGA; 5-Fluorouracil
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1 INTRODUGAO

O céancer colorretal humano € um dos canceres mais comuns em todo o
mundo, apresentando entre um e dois milhdes de novos casos diagnosticados a cada
ano, com média de 700.000 mortes por ano (STEWART & WILD, 2014). Segundo os
dados globais sobre a incidéncia de cancer para 2020, divulgados pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer da Organizacdo Mundial da Saude, a
incidéncia do cancer colorretal ocupa o terceiro lugar (10% do total de casos) enquanto
sua mortalidade ocupa o segundo lugar (9,4% do total) em numero de mortes entre
todos os tumores malignos, superado apenas pelo cancer de pulmao (SUNG et al.,
2021). Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA), a maior incidéncia do
tumor € em mulheres e as maiores taxas de incidéncia s&o observadas na regido
Sudeste do pais (INCA, 2022).

Este cancer acomete o segmento distal do reto e sigmoide, seguidos
pelo ceco, coélon ascendente e transverso, sendo que o0s adenocarcinomas
representam a quase totalidade dos canceres colorretais. Ele se desenvolve ao longo
de muitos anos pela interacdo de fatores ambientais e genéticos, suas mutagdes
genéticas podem ser em oncogenes, genes supressores de tumor ou genes
relacionados a mecanismos de reparo do DNA. Tais muta¢gdes causam uma
proliferagdo celular anormal nas glandulas produtoras de muco que revestem o célon
e o reto que progridem para polipos adenomatosos (BENSON, 2007). Caso os polipos
evoluam para cancer, podem formar um tumor na parede do reto ou célon e,
posteriormente, crescer em vasos sanguineos ou linfaticos, aumentando a chance de
metastase para outros locais anatémicos (TAURIELLO et al., 2017).

A escolha do tratamento para essa comorbidade depende de fatores
como tamanho, localizagdo, extensdo do tumor, mas também das individualidades e
saude geral do paciente. O método mais empregado para o tratamento € a cirurgia de
remogao do tumor que envolve o tecido saudavel e seus ganglios linfaticos adjacentes
(CHANDRAN et al., 2017). Atualmente, além da cirurgia, outros quatros principais
estratégias sdo usadas para seu tratamento sendo elas a quimioterapia, a
radioterapia, a imunoterapia e a terapia direcionada, enquanto no uso clinico
prolongado de quimioterapicos, os pacientes apresentam efeitos colaterais toxicos
(BILLER et al., 2021).



Uma das maiores dificuldades da aplicagdo de quimioterapicos é a
impossibilidade de distingao entre células saudaveis e células com atividade tumoral,
as células com atividade normal também s&o atingidas e sofrem danos durante sua
administragcdo, comprometendo o bem-estar do paciente e suas atividades de rotina.
Entre os principais efeitos colaterais observados estdo a queda de cabelo, nausea,
dificuldade para dormir, problemas oculares, diarreia e cansago. O cansago pode
atrapalhar as atividades diarias continuamente e pode impedir que o paciente isole a
experiéncia da quimioterapia do resto da vida (LOVE et al., 1989). Além disso, os
farmacos quimioterapicos apresentam baixa solubilidade, e, consequentemente, uma
baixa biodisponibilidade no corpo, demandando o emprego de altas doses para que
os tratamentos convencionais tenham uma eficacia terapéutica significativa. Ainda
que em quantidades elevadas, o farmaco pode nao apresentar resultados satisfatorios
e ainda levar ao aumento dos efeitos colaterais (LOVE et al., 1989).

O 5-Fluorouracil (5-FU) e oxaliplatina (L-OHP) sao os quimioterapicos
amplamente utilizados para tratar o cancer colorretal (LECH et al., 2016). Atualmente,
o 5-FU, que € um analogo sintético do uracil, € empregado como uma quimioterapia
de primeira linha no tratamento de varios tipos de cancer, como colorretal, mama,
cabecga e pescogo, pancreas e estdbmago, sendo o protagonista no tratamento do
colorretal. Seu mecanismo de acido se baseia na inibicao da atividade da timidilato
sintase, o que interfere na sintese do DNA e inibe a proliferacdo de células
cancerigenas pelo processo de apoptose (LONGLEY et al., 2003). Embora seja o
quimioterapico mais aplicado para o tratamento de cancer colorretal, ele apresenta
algumas limitagdes. Além dos efeitos colaterais comuns a maioria dos farmacos
quimioterapicos ja discutidos acima, em sua administragdo intravenosa, o 5-
Fluorouracil resulta em graves danos toxicologicos ao sistema gastrointestinal (Gl) e
hematoldgico, e apresenta danos neurais, cardiacos e dermatoldgicos, o que se deve
a sua toxicidade ao atingir as células nao cancerigenas.

Em casos de cancer colorretal avangado, via oral, as taxas de resposta
ao 5-FU sao inferiores a 15% (CHANDRAN et al., 2017). Somado a alta toxicidade
celular, a eficacia do 5-FU na quimioterapia do cancer também enfrenta outras
barreiras como seu metabolismo rapido, uma meia-vida curta em torno de 10 a 20
minutos, seletividade inadequada para células cancerigenas e baixa

biodisponibilidade, ou seja, a extensdo e velocidade em que o farmaco adentra a
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circulagao sistémica até atingir o local de agéo é baixa (ENTEZAR-ALMAHDI et al.,
2020).

Para melhorar a atividade terapéutica dos quimioterapicos e reduzir os
efeitos adversos, um mecanismo inovador ¢é a utilizacdo de um sistema de tecnologia
sofisticada que garante o direcionamento do farmaco para o local especifico do tumor
e sua liberacao controlada. O sistema de entrega de medicamentos ou Drug Delivery
System (DDS), como € chamado, surgiu como um dos ramos da medicina moderna
que busca direcionar e controlar a entrega de medicamentos através de tecnologias
como as nanoparticulas (VIEIRA et al., 2016). As nanoparticulas sdo materiais com
tamanhos na nanoescala, podendo ser inorganicas, poliméricas, metalicas, lipidicas
sélidas, entre outras. Seu tamanho em escala nanométrica e caracteristicas de
superficie possibilitam sua atuagdo na entrega e direcionamento de diversos
compostos como pequenas drogas hidrofilicas e hidrofébicas, vacinas e
macromoléculas biolégicas (DANHIER et al., 2012). Como mencionado anteriormente,
0s quimioterapicos causam efeitos indesejados por serem capazes de atravessar o
endotélio celular devido as suas pequenas dimensdes. Dessa forma, uma estratégia
promissora € o encapsulamento desses farmacos em nanoparticulas, cuja superficie
pode ser alterada a fim de direcionar o nanocarreador especificamente para células
cancerosas. A interacdo da nanoparticula com o quimioterapico o protege contra a
degradagao no organismo preservando sua atividade, melhora a absorgao do farmaco
no tecido tumoral e altera a farmacocinética dos farmacos (VIEIRA et al., 2016). A
nanoparticula com o farmaco encapsulado apresenta uma maior dificuldade de atingir
os tecidos saudaveis, devido ao pequeno espagcamento entre as células, entretanto
nas regides afetadas pelo tumor as células tumorais possuem um maior espagamento
entre si, permitindo a passagem e acumulo das nanoparticulas no tecido tumoral. Esta
estratégia de vetorizacdo € conhecida como efeito Enhanced Permeability and
Retection (EPR) (VIEIRA et al., 2016).

Diversas nanoparticulas naturais ou sintéticas s&o empregadas na
nanomedicina e no tratamento de cancer, dentre elas as nanoparticulas poliméricas
como, por exemplo, as de poliacido latico-coglicélico (PLGA). O PLGA é um dos
polimeros biodegradaveis que desperta mais interesse pela sua baixa toxicidade.
Essa caracteristica se deve aos compostos liberados durante sua metabolizacao,

acido lactico e acido glicolico, ambos sdo mondmeros endogenos e facilmente
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metabolizados no organismo humano em produtos ndo téxicos que sao eliminados do
organismo em forma de agua e CO. pelo Ciclo de Krebs, via essencial ao corpo. O
FDA (Food and Drug Administration) ja registra o PLGA como um Drug Delivery
System aprovado para farmacos no tratamento de diversas doencas humanas
(DANHIER, et al., 2012). As nanoparticulas podem ser obtidas por diferentes técnicas
de acordo com o objetivo de aplicagao, tais como emulsificagao (simples ou dupla),
nanoprecipitagao, dialise e secagem por spray (REZVANTALAB et al., 2018).

Diante da ampla aplicagao do farmaco 5-fluorouracil e da quimioterapia
na terapia do cancer, o presente trabalho visa o desenvolvimento e obtengcdo de
nanoparticulas de poliacido latico-coglicdlico (PLGA) por diferentes métodos de
sintese para encapsulamento do 5-fluorouracil, representadas na Figura 1, propondo
alternativas futuras para uma terapia com maior eficacia e bem-estar dos pacientes

para o tratamento do cancer colorretal.

Figura 1 - Representagdo esquematica da sintese de nanoparticulas com 5-FU encapsulado e sua
atuagao no tumor colorretal
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e caracterizagéo de
nanoparticulas de poliacido latico-coglicolico (PLGA) com diferentes metodologias

para a entrega direcionada do quimioterapico 5-FU.

2.2 Objetivos Especificos

Sao objetivos especificos deste trabalho:

e Sintese de nanoparticulas poliméricas de poliacido latico-coglicélico
(PLGA) brancas e com o farmaco 5-FU encapsulado pelos métodos de
nanoprecipitacdo, emulsédo simples e dupla emulsao;

e Estudo de caracterizagao das nanoparticulas poliméricas desenvolvidas
por técnicas de DLS, potencial zeta, NTAe FTIR ;

e Caracterizacdo da morfologia dos nanossistemas por técnica de
microscopia eletrdnica de varredura;

¢ Avaliagao da eficiéncia de encapsulamento do farmaco 5-FU;

e Determinacao do perfil de liberagédo do 5-FU;

¢ Avaliagao da atividade antitumoral do farmaco livre e encapsulado;

¢ Analise da cinética de internalizagdo das nanoparticulas.

12



3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencgao das nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas com poliacido latico-coglicolico solidas
(NPs) foram desenvolvidas no Laboratério de Nanomedicina e Nanotoxicologia
(GNano) da Universidade de Sao Paulo (USP). Inicialmente, foram desenvolvidas
diferentes formulagbes para analises e escolha da melhor opgao para seguir com os
ensaios

(1)  Nanoparticula polimérica branca obtida por nanoprecipitagdo com

Kolliphor® P 188 (NPN_BR);

(2) Nanoparticula polimérica contendo 5-Fluorouracil na concentracdo de

0,5 mg/ml obtida por nanoprecipitagdo com Kolliphor® P 188 (NPN_5FU);

(3) Nanoparticula polimérica branca obtida por emulsao simples com PVA

(NPES_BR);

(4) Nanoparticula polimérica contendo 5-Fluorouracil na concentracdo de

0,25 mg/ml obtida por emulsdo simples com PVA (NPES_5FU);

(5) Nanoparticula polimérica branca obtida por dupla emulsdo com PVA

(NPD_BR);

(6) Nanoparticula polimérica contendo 5-Fluorouracil na concentragao de

0,5 mg/ml obtida por dupla emulsdo com PVA (NPD_5FU);

O preparo das nanoparticulas poliméricas por nanoprecipitagdo (NPN)
foi realizado a partir de adaptagdes de Tawfik (2017), sendo que a fase aquosa foi
composta por 2,0 ml de uma solugdo de Kolliphor® P 188 3% dissolvido em agua
ultrapura, enquanto a fase organica consistiu em 10 mg de poliacido latico-coglicélico
(PLGA) adicionado a 2,0 ml de acetona. As fases foram preparadas separadamente
em béqueres de 10 ml. A fase aquosa foi colocada em um agitador magnético e a fase
organica foi adicionada rapidamente sobre ela com uma seringa equipada com
agulha, formando instantaneamente uma solug¢ao esbranquigada. A solugao ficou sob
agitacado por 40 minutos para evaporagao da acetona. Na formulacdo NPN_5FU, o
farmaco foi previamente adicionado a fase organica e colocado no Vortex até sua
completa dissolugao. A formulagao foi acondicionada em frasco adequado e mantida

sob refrigeracdo a 4 °C.
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Tabela 1 - Formulagdes utilizadas para a sintese de nanoparticulas poliméricas por nanoprecipitagéo
(NPN_BR; NPN_5FU)

Fase Componentes NPN_BR NPN_5FU
PLGA 10 mg 10 mg
Fase organica
5-FU - 1mg
Acetona 1ml 1ml
Kolliphor® P 188 60 mg 60 mg
Fase aquosa ,
Agua ultrapura 2ml 2ml

Fonte: autoria propria

Para o preparo das nanoparticulas poliméricas por emulsdo simples
(NPES), a fase aquosa foi composta por 4,0 ml de uma solugéo de Poly (Vinyl Alcohol)
(PVA) 2% dissolvido em agua ultrapura, enquanto a fase organica consistiu em 10 mg
de poliacido latico-coglicolico (PLGA) adicionado a 1,0 ml de acetona. A fase organica
foi rapidamente vertida sobre a fase aquosa, formando instantaneamente uma
emulsdo, que foi dispersa com a ajuda de um sonicador de ponta, em banho de gelo
com 30% de amplitude por 1 minuto. A solugdo ficou sob agitagdo por 2 horas para
evaporagao da acetona; em seguida, foi centrifugada em tubo Amicon a 5000 rpm por
1h. O conteudo retido no filtro foi ressuspendido em 4 ml de agua ultrapura,
acondicionado em frasco adequado e mantido sob refrigeragéo a 4 °C. Na formulagéo
NPES_5FU, o farmaco foi previamente adicionado a fase organica e colocado no
Vortex até sua completa dissolucgao.

Tabela 2 - Formulagdes utilizadas para a sintese de nanoparticulas poliméricas por emulsao simples
(NPES_BR; NPES_5FU)

Fase Componentes NPES_BR NPES_5FU
PLGA 10 mg 10 mg
Fase organica 5-FU - 1mg
Acetona 1ml 1ml
PVA 80 mg 80 mg

Fase aquosa ,
Agua ultrapura 4 ml 4 ml

Fonte: autoria propria

As nanoparticulas obtidas pela técnica de dupla emulsdao foram
preparadas a partir de adaptacgdes do protocolo descrito por Khaledi (2020), com fase

organica composta por 25 mg de PLGA em 1,5 mL de diclorometano, fase aquosa
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interna 0,5 mL de agua ultrapura e fase aquosa externa PVA 1% em 6,25 mL de agua
ultrapura. Ambas as emulsdes foram realizadas com ultrassom de ponta em banho de
gelo com amplitude de 30% por 3 minutos. A solugao ficou sob agitagao na capela de
exaustéo por 40 minutos para evaporagao do solvente organico seguido de lavagem
por centrifugacdo a 10.000 rpm durante 20 minutos. Na formulagdo NPD_5FU, o
farmaco (1mg) foi previamente adicionado a fase aquosa interna e homogeneizado no
Vortex até sua completa dissolugédo, os demais procedimentos foram iguais aos da
nanoparticula sem o farmaco (branca). As formulagées foram acondicionadas em

frasco adequado e mantidas sob refrigeragao a 4 °C.

Tabela 3 - Formulagdes utilizadas para a sintese de nanoparticulas poliméricas por dupla emulséo
(NPD_BR; NPD_5FU)

Fase Componentes NPD_BR NPD_5FU
. PLGA 25 mg 25 mg
Fase organica
Diclorometano 1,5ml 1,5ml
Fase aquosa Agua ultrapura 0,5 ml 0,5 ml
interna 5-FU - 1mg
Fase aquosa PVA 62,5 mg 62,5 mg
externa Agua ultrapura 6,25 ml 6,25 ml

Fonte: autoria propria

3.2 Caracterizagao fisico-quimica das nanoparticulas poliméricas

3.2.1 Diametro hidrodinamico e potencial zeta

A determinagao do diametro médio hidrodinamico foi realizada utilizando
a técnica de DLS (Dynamic Light Scattering - DLS). Para obtengdo do didametro
hidrodinAmico das nanoparticulas, foi utilizado o equipamento Zetasizer (Malvern
espectrémetro Nano ZS — Malvern Instruments, UK) que realiza medidas de DLS. As
analises foram realizadas com um angulo de disperséo de 90° e temperatura de 25°C
em triplicata. Essa técnica também fornece o indice de polidispersividade
(polydispersity index - PDI), um parametro importante de qualidade de cada sintese,
seu valor mostra a distribuicdo das nanoparticulas em cada formulagcdo. O PDI pode
variar de 0,1 a 1,0 sendo que nanoparticulas com valor até 0,3 sdo consideradas
monodispersas e acima de 0,7 ja apresentam aglomeragdo (ASTETE & SABLIOV,
2006).
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A carga superficial das nanoparticulas foi realizada utilizando o mesmo
equipamento, Zetasizer, através da medida da mobilidade eletroforética. O potencial
zeta € uma medida que indica a carga (positiva ou negativa) presente na superficie
das nanoparticulas, sendo essa relacionada com a estabilidade eletrostatica da
formulagdo em meio aquoso e sua interagdo com membranas celulares. As medidas
foram obtidas em triplicata, sendo que cada uma das leituras resultou de cem corridas.

Para os procedimentos acima, todas as amostras foram previamente

diluidas em agua ultrapura 100 vezes e os resultados obtidos pela média da triplicata.

3.2.2 Andlise de rastreamento das nanoparticulas (Nanoparticle Tracking
Analysis — NTA)

O método de Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) é utilizado para
visualizar e analisar particulas em liquidos através da relacdo entre a taxa do
movimento browniano e o tamanho da particula. As medidas foram realizadas a
temperatura ambiente, em ftriplicata e através do equipamento NS300 (Malvern)
ZetaView®. As amostras foram diluidas em agua ultrapura 1.000 vezes e injetadas no
compartimento de amostras com seringas estéreis de 1 ml. A analise dos dados foi
feita no software ZetaView 8.02.26. Foram obtidos dados de diametro e a

concentracdo das nanoparticulas em solugéao.

3.2.3 Morfologia das nanoparticulas por microscopia eletréonica de varredura
(MEV)

Para as medidas, utilizou-se silicio polido, que foi colado a um stub por
um pedaco de fita dupla face condutora (fita carbono). Volumes de 10 yL de amostras
diluidas 1.000 vezes foram depositados sobre o silicio e estas gotas foram deixadas
para secar no dessecador. Apos completa secagem, as nanoparticulas foram
micrografadas usando um dispositivo ZEISS modelo SIGMA equipado com canhao de

elétrons por emissdo de campo (MEV-FEG).

3.2.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise em espectroscopia no infravermelho usa a regido do
infravermelho do espectro eletromagnético e foi empregada para investigar ligagdes
especificas presente das nanoparticulas brancas e carregadas com o farmaco. Para
essa analise e nas proximas etapas, somente as nanoparticulas obtidas por dupla
emulsado foram avaliadas. Em silicio de 1 cm de didmetro, foi colocado 10 uL das

amostras de NPD_BR e NPD_5FU e essas foram levadas para dessecador a vacuo
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por 30 minutos, esse procedimento foi realizado duas vezes, resultando em 20 uL de
solugao por silicio. Foi utilizado espectrofotometro Nicolet iS50 FT-IR (Thermo Fischer
Scientific) com resolugédo 4 cm, no intervalo de 500 a 4.000 cm™' e cada espectro foi
obtido a partir da média de 128 medidas.

3.2.5 Determinacao da eficiéncia de encapsulamento por método indireto por

espectroscopia

Para obtencdo da eficiéncia de encapsulamento (EE %) do farmaco 5-
FU, inicialmente foi construida uma curva de calibragdo por espectroscopia no UV-Vis
a 265 nm em triplicata. Em baldes volumétricos de 10 mL, foram preparadas cinco
diluicdes do farmaco em agua ultrapura em concentragdes crescentes: 2, 6, 11, 13 e
15ug/ml. Todas as diluigbes foram medidas a 265 nm, valor caracteristico do pico de
absorcao do 5-FU (NAIR et al., 2011), e os valores de absorbancia registrados para a
construcao da curva padrao.

As amostras NPD_BR e NPD_5FU foram lavadas por centrifugacéo
durante 20 minutos a 10.000 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante da
NPD_5FU foi diluido 50 vezes em agua ultrapura e seu valor de absorbancia medido
utilizando o sobrenadante da nanoparticula branca (NPD_BR) como baseline. O valor
obtido foi plotado na curva e a eficiéncia calculada de acordo com a Férmula 1. A
centrifugagcdo € capaz de separar o farmaco encapsulado do que esta livre sendo

entdo calculado por quantificacédo indireta:

S5FU total—5 FU livre]

[
0fy —
EE% = 5 FU total

x100 (1)

Formula 1. Calculo da eficiéncia de encapsulamento do 5-FU.

O total de ativo (5-FU total) corresponde a concentragdo de 5-FU
colocada no inicio da sintese, e a por¢ao nao encapsulada (5-FU livre) corresponde a

porcao coletada durante a centrifugagao.

3.2.6 Determinacgao do perfil de liberagao

Com o objetivo de avaliar o perfil de liberagdo do 5-Fluorouracil das
nanoparticulas, o 5-FU livre e as nanoparticulas foram diluidas a uma concentracéo
final de 0,2 mg/ml de 5-FU. As NPs e 5-FU livre foram incubados a 37 °C sob constante
agitacdo de 1.000 rpm com coletas de 1 ml em intervalos pré-determinados (30 min,
2h, 8h, 12h, 16h, 24h, 30h, 36h, 48h, 60h, 72h, 78h, 90h, 100h, 116h, 122 e 124h). A

concentracdo do 5-FU foi determinada por UV-vis através do método indireto e a
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porcentagem de liberagao foi calculada com base na quantidade de farmaco no
sobrenadante em comparacédo com a quantidade encapsulada.

Adicionalmente, o estudo de liberacao foi conduzido em células de Franz
com membranas sintéticas, utilizadas como permeadores cutaneos, empregando-se
solucao receptora de PBS pH 7,4 mantida a 37 °C, de forma a simular as condicdes

fisiolégicas do meio biolégico.

3.3 Ensaios biolégicos in vitro

3.3.1 Cultivo das células CACO-2

O cultivo das células CACO-2 (adenocarcinoma de colon humano) foi
feito em meio DMEM, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de
glutamina, a 37°C e incubada em estufa com 5% de CO2. As células foram
subcultivadas a cada 3 dias, usando raspador de células para desagrega-las da
garrafa de cultivo. Apds a coleta, as células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 5
minutos e ressuspendidas em meio de cultivo. O numero de células viaveis para o
cultivo e plagueamento foi determinado em um contador automatico usando aliquotas
da suspensao celular com quantidade equivalente de solucdo de Azul de Tripan a

0,4%, em que as células nao viaveis foram as que incorporaram o corante.

3.3.2 Viabilidade das células CACO-2 tratadas com as NPs

A avaliagao da viabilidade foi realizada pelo método de brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (MTT). As células foram transferidas para
placas de 96 pocos, na concentracao de 1x10* células por poco e incubadas por 24h
a 37°C. Apos esse periodo, o meio de cultura foi removido dos pogos, e 0s grupos
experimentais foram adicionados nos pogos, sendo trés diferentes grupos: NPD_BR,
NPD_5FU e 5-FU livre. Os tratamentos foram realizados em dois tempos de incubacgéo
distintos: 24h e 72h. Apods incubacgéo, o tratamento foi retirado e foi aplicado o meio
com solugcao de MTT, sendo novamente incubadas por 1h a 37°C. Em seguida, o meio
contendo MTT foi removido e 200 uL por poco de dimetilsulféxido (DMSO) foi
adicionado para dissolver os cristais de formazan. A absorbéancia foi lida em leitor de
placa Spectra Max® M3 (Molecular Advance) no comprimento de onda de 570 nm.

3.3.3 Cinética de internalizagao das nanoparticulas por microscopia confocal
A cinética de internalizacdo das nanoparticulas foi avaliada através da
microscopia confocal. Para esta etapa, a nanoparticula NPD_5FU foi funcionalizada
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com um marcador fluorescente (3,3'-Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate - DIO).
As células CACO-2 foram cultivadas em placas de 24 pogos (1,5x10° células
vivas/pogo) contendo laminulas de vidro estéreis e tratadas com as nanoparticulas
NPD_5FU com concentragbes nao citotéxicas das nanoparticulas fluorescentes
(1x10'° particulas/ml) por um periodo de 4h. Além do marcador DIO para as
nanoparticulas, também foi utilizado o marcador de membrana CellMask™Deep Red
diluido 1.000 vezes e o marcador de nucleo Hoechst 33342 (1ug/ml). Posteriormente,

sua localizag&o subcelular foi analisada com microscépio confocal LSM 900 (Zeiss).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas coloidais das nanoparticulas poliméricas

Para a preparacao das nanoparticulas poliméricas, os componentes de
cada uma das fases, aquosa e organica, foram escolhidos com base em suas
propriedades e capacidade de formar uma formulagdo estavel e eficiente para o
encapsulamento e liberagao controlada de quimioterapicos. Em todas as formulacoes,
a fase organica foi constituida de poliacido latico-coglicélico (PLGA) e solventes
organicos como a acetona ou diclorometano. O PLGA foi escolhido devido a sua baixa
toxicidade e por se tratar de um polimero biodegradavel, além de formar
nanoparticulas uniformes e bem estruturadas. Ele € amplamente utilizado por sua
capacidade de solubilizacdo de farmacos hidrofilicos, como o 5-fluorouracil e
estabilidade em condi¢cbes de armazenamento prolongado (DANHIER et al., 2012).
Os tensoativos Poloxamer 188 e Poly(Vinyl Alcohol) (PVA) foram escolhidos devido a
sua capacidade de estabilizar a emulsao e reduzir a tensao superficial, caracteristicas
essenciais para a encapsulamento do farmaco. A formulacdo final dentre as
nanoparticulas foi estabelecida com base em sua estabilidade por mais de 40 dias e
nas caracteristicas do farmaco estudado, selecionando a formulagdo mais eficiente e
estavel para seu transporte e liberagao controlada, a qual esta representada na Figura
2.

Figura 2 - Formulagdes de nanoparticulas poliméricas por dupla emulsdo NPD_BR (esquerda) e
NPD_5FU (direita)

Fonte: Autoria propria

4.2 Diametro hidrodinamico e PDI

Para cada nanoparticula obtida, foram analisados o didametro
hidrodindmico (tamanho) e o indice de polidispersao (PDI) pela técnica de dispersao

de luz dindmica. Os resultados obtidos foram organizados na Tabela 4 abaixo.
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Tabela 4 - Tamanho e PDI de nanoparticulas poliméricas por nanoprecipitacéo, emulséo simples e
dupla emulsao

NPs Tamanho (nm) PDI
NPN_BR 168,8 +/- 1,82 0,113 +/- 0,016
NPN_5FU 117,7 +/- 1,10 0,115 +/- 0,014
NPES_BR 176,2 +/- 2,84 0,127 +/- 0,030

NPES_5FU 166,8 +/- 2,50 0,056 +/- 0,025
NPD_BR 249,2 +/- 3,50 0,134 +/- 0,027
NPD_5FU 233,8 +/- 3,81 0,100 +/- 0,023

Fonte: autoria propria

Os resultados indicam que as nanoparticulas apresentam dimensodes
ideais, um parametro crucial na quimioterapia, pois particulas com tamanho adequado
favorecem a internalizagdo celular, a circulagdo prolongada e a eficiéncia na entrega
do farmaco as células tumorais (DANHIER et al., 2012). As nanoparticulas obtidas por
dupla emulsdo apresentaram um tamanho mais elevado (superior a 200 nm),
possivelmente explicado por sua organizagao em duas camadas, caracteristica tipica
desse método de sintese (PANIGRAHI et al., 2021). Os valores de PDI também
apresentaram bons resultados, exceto nas nanoparticulas com farmaco obtidas por
emulsdo simples, que apresentaram PDI inferiores a 0,1. O ideal € que estejam entre
0,1 e 1, sendo que indices préximos de 0,1 indicam elevada homogeneidade e
distribuicdo uniforme de tamanhos, caracteristicas que favorecem a estabilidade
coloidal, a reprodutibilidade e o desempenho bioldégico das nanoparticulas (ASTETE
& SABLIOV, 2006; DANHIER et al., 2012).

4.3 Potencial Zeta

O potencial zeta € um parametro definido pela International Union of
Pure and Applied Chemistry - IUPAC que mede o potencial eletrostatico das
nanoparticulas em relagdo a sua dupla camada elétrica e o liquido. Esse parametro
representa uma forca superficial repelente que mantém as particulas separadas e
contribui para a estabilidade da formulacdo em meio aquoso e sua interagdo com
membranas celulares (RAHMAN et al., 2010). Os resultados esté&o ilustrados abaixo
na Figura 3, a qual traz os valores especificos para cada sintese avaliada, isso nos

permitiu uma analise mais precisa e detalhada.
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Figura 3 - Grafico com os valores de Potencial Zeta (mV) de todas as formulagbes realizadas
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Fonte: autoria prépria

Nas sinteses realizadas, foi notada uma variagado do potencial zeta na
faixa de -25 a -31 mV, portanto, mostra uma distribuigdo homogénea das particulas
em suspensao e uma repulsao eletrostatica entre elas, ja que cargas iguais tendem a
se repelir. Os resultados obtidos estdo dentro de um intervalo no qual as amostras
apresentam uma boa estabilidade em suspens&do. Segundo POMPEU (2018), os
valores ideais de potencial zeta para garantir uma boa estabilidade coloidal devem ser
mais positivos que +30 mV ou mais negativos que -30 mV, dessa forma as
nanoparticulas obtidas por emulsdo dupla (NPD_BR e NPD_5FU) demonstram

resultados mais préximos do ideal.

4.4 Analise de estabilidade

A analise de estabilidade de cada uma das nanoparticulas sintetizadas
foi avaliada durante 12 semanas, as quais estédo indicadas nas Figuras 4, 5 e 6. Tal
analise € importante para garantir que as formulagdes manterdo as caracteristicas
desejadas a longo prazo, o que indica suas condigdes de armazenamento e
manutencdo. Foi avaliado o tamanho das particulas, o PDI e o potencial zeta
semanalmente. O objetivo foi escolher a formulagdo mais estavel para ser utilizada na

encapsulamento do 5-fluorouracil.
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Figura 4 - Grafico de estabilidade das formulagdes por nanoprecipitagdo (NPN_BR; NPN_5FU) por
12 semanas com medidas de tamanho, PDI e potencial zeta
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Figura 5 - Grafico de estabilidade das formulagbes por emulséo simples (NPES_BR; NPES_5FU) por
12 semanas com medidas de tamanho, PDI e potencial zeta
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Os resultados apresentados nos graficos acima mostram que as

nanoparticulas avaliadas apresentaram estabilidade consistente durante as doze

semanas de estudo. O estudo de estabilidade indicou que as metodologias de sintese

utilizadas foram satisfatérias em relagdo ao tamanho das particulas obtidas.
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Nas nanoparticulas obtidas por emulsao simples, é possivel notar que
seu PDI ficou abaixo do esperado em comparagao com as demais sinteses, enquanto
seu potencial zeta foi o que apresentou maiores oscilagdes e valores inferiores. Ja
naquelas sintetizadas por nanoprecipitacdo e dupla emulsdo, os valores de PDI e
potencial zeta demonstraram resultados melhores, sendo a dupla emulsdo com

valores de potencial zeta mais proximos do esperado -30 mV.

4.5 Analise de rastreamento

Na analise de rastreamento, as medi¢cbes forneceram dados dos
tamanhos meédio e concentragcdo das nanoparticulas. Ela foi realizada como
complemento aos resultados obtidos por DLS discutidos anteriormente,
proporcionando informagdes adicionais sobre a concentracio das particulas, tamanho
e homogeneidade da amostra (Figura 7). Todas as medidas foram realizadas em

triplicata e suas médias estdo indicadas na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Valores de tamanho e concentragéo de particulas por ml

NPs Tamanho (nm) [Particulas/ml]
NPN_BR 143,5 +/- 2,7 2,92 x 102 +/- 5,44 x 100
NPN_5FU 117,4 +/- 2,1 3,65 x 102 +/- 1,39 x 10"
NPES_BR 146,8 +/- 2,4 3,16 x 102 +/- 2,76 x 10"

NPES_5FU 147,0 +/- 0,5 3,56 x 102 +/- 5,23 x 1010
NPD_BR 219,7 +/- 0,9 1,44 x 10° +/- 7,25 x 107
NPD_5FU 2156 +/- 1,4 1,65 x 102 +/- 5,29 x 101°

Fonte: autoria propria

Os dados proporcionam um melhor entendimento do tamanho e
concentracdo das nanoparticulas, somado a isso tais resultados sdo um importante
indicativo para os ensaios in vitro, auxiliando na definigdo do volume e concentracao
a serem utilizados nos ensaios.

A amostra da particula sintetizada por emulsao simples, carregada com
o farmaco (NPES_5FU), apresentou baixa homogeneidade. Conforme mostrado na
Figura 7 (D), essa formulacdo exibiu nanoparticulas com diferentes tamanhos e
variagdes em sua distribuicdo e concentragéo. Tais caracteristicas sdo indesejaveis
em sistemas nanoestruturados, indicando que essa amostra apresentou desempenho

inferior em comparagao as demais.

24



Figura 7 - Distribuicdo de tamanho e concentragdo das nanoparticulas NPN_BR (A), NPN_5FU (B),
NPES_BR (C), NPES_5FU (D), NPD_BR (E), NPD_5FU (F)
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Fonte: Autoria prépria
4.6 Morfologia das nanoparticulas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por MEV, indicando qual
sua forma diante do método de sintese empregado. A analise de tamanho da particula
branca sintetizada por nanoprecipitagao resultou em média em 131,2 nm, entretanto,

na Figura 8 (A) é possivel observar que nem todas sao esféricas. Ja aquela obtida
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por emulsdo simples, na Figura 8 (B), apresentou o tamanho de 219,7 nm, mas é
observada uma amostra com aglomeragao e variagao de tamanhos.

Foi constatado que as NPs sintetizadas por dupla emulsdo apresentam
uma forma esférica uniforme. Nesse método de sintese, além da nanoparticula
branca, a NP com o 5-FU também foi analisada para comparagéao de morfologia apés
incorporagao do farmaco. A NPD_BR apresentou em média 138,8 nm enquanto a
NPD_5FU obteve 123,3 nm, o que indica que o encapsulamento do quimioterapico
nao alterou significativamente o tamanho da particula .Tais valores sdo menores
quando comparados as medidas obtidas pelas técnicas de DLS, um resultado ja
esperado, uma vez que a microscopia analisa amostras secas, sem a camada de

hidratagdo em volta da particula, como apontado por Hoo et al. (2008).

Figura 8 - Microscopia eletrénica de varredura das NPN_BR (A), NPES_BR (B), NPD_BR (C) e
NPD_5FU (D)

(A) (B)

(© (D)

Fonte: Autoria propria

4.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Considerando os resultados da caracterizacdo e o fato de o
quimioterapico utilizado (5-FU) ser um farmaco hidrofilico, optou-se por realizar os
ensaios complementares de caracterizagcédo (FTIR, perfil de liberagao, eficiéncia de
encapsulamento e ensaios in vitro) somente com as nanoparticulas sintetizadas por

dupla emulséo.
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A técnica de espectroscopia foi utilizada na regiao do infravermelho para
determinar a interagao no nivel de grupos funcionais das formulagdes obtidas. Desse
modo, foram avaliados os espectros de FTIR das nanoparticulas branca e carregada
sintetizadas por emulsao dupla. A Figura 9 apresenta uma comparagédo entre os

espectros de transmitancia para ambas.

Figura 9 - Espectros de infravermelho das nanoparticulas NPD_BR e NPD_5FU
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Fonte: Autoria propria

O farmaco 5-FU exibe picos devido ao grupo cetdnico ciclico, ao grupo
amino secundario, ao alongamento C = C e ao grupo C — F (PATEL et al., 2011). A
analise de FTIR da nanoparticula NPD_5FU foi feita para avaliar possiveis alteracoes
na presenga de grupos funcionais apos a incorporagdo do farmaco. A Figura 9
mostrou que o espectro da NPD_5FU foi bastante semelhante ao da formulacdo sem
o farmaco, NPD_BR, indicando que a incorporagao do farmaco ndo gerou mudangas
significativas no ambiente do carreador.

Nos espectros, foram observados grupos caracteristicos do PLGA nas
NPs em 1745 cm™, esta banda pode ser atribuida a vibragdo de alongamento dos
grupos carbonila, entre 1450 e 1360 cm™', as bandas se devem as vibragdes de flexao
CH, além das bandas em 1180 e 1080cm™ de vibragbes de alongamento C-O-C
(TRYBA et al., 2022).

4.8 Determinacao do perfil de liberagao do 5-FU
O perfil de liberacdo do 5-FU in vitro a partir da NPD_5FU foi avaliado

no pH de 7,4, para mimetizar o pH fisiolégico do sangue. E possivel observar uma
27



rapida liberagdo do farmaco livre (100%), em torno de 8h, observado na Figura 10.
Enquanto isso, a liberagdo de 5-FU na nanoparticula foi sustentada em cerca de 30%
até o ultimo tempo analisado (124h). A liberagdo prolongada sugere uma liberagéo
controlada e eficiente em todo o sistema. Além disso, a liberagdo do farmaco livre
demonstra que ndo ha interacdo desse com a membrana utilizada no experimento. O
beneficio do sistema de liberagdo prolongada propicia uma redugdo de dose do
medicamento e mantem as concentragdes do farmaco em uma janela terapéutica por
um periodo mais longo (QURESHI et al., 2017).

Figura 10 - Perfil de liberagao in vitro do 5-FU livre e encapsulado em NPD_5FU
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Fonte: autoria propria

4.9 Eficiéncia de encapsulamento por espectroscopia no UV-vis

Para a construcéo da curva de calibragdo com cinco pontos, foi realizado
o procedimento em triplicata conforme descrito na segdo de metodologia com as cinco
diluicdes do farmaco em agua ultrapura em concentragdes crescentes: 2, 6, 11, 13 e
15ug/ml. Todas as diluicdes foram medidas a 265 nm e os valores de absorbancia

registrados estéo registrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Média dos valores de absorbancia medidos em triplicata para a construgao da curva
padrao de 5-FU no UV-Vis

Concentragao (ug/ml) Absorbancia (Abs)
2 0,184
6 0,384
11 0,623
13 0,691
15 0,773

28



Fonte: autoria propria

Com os valores acima, foi construida uma curva de calibragdo cuja
equacao de reta é y = 0,0454x + 0,1038, com R? = 0,997.

Os calculos da concentragcdo de farmaco presente no sobrenadante
foram realizados através da equacgao da reta acima, sendo que a absorbancia obtida
no sobrenadante da NPD_5FU foi de 0,149.

Os valores foram plotados na curva construida previamente para definir
a quantidade de farmaco encapsulado por quantificagdo indireta. O total de ativo
corresponde a concentragao de 5-FU colocada no inicio da sintese, e a porcdo nao
encapsulada corresponde a porg¢ao coletada durante a centrifugagdo e quantificada
por espectrofotometria no UV-Vis. Nos calculos, também deve ser considerado o fator
de diluigdo utilizado, o de 50 vezes.

Com a realizacao dos calculos para a formulacdo NPD_5FU, temos que:
1mg — 0,286m
EE% = [1mg gl x100
1mg
EE% = 71,4%

Pelos resultados, pode-se inferir que a formulacdo NPD_5FU

apresentou uma boa taxa de encapsulamento de 5-FU de 71,4%.

As formulagbes obtidas por nanoprecipitacdo e emulsdo simples nao
foram analisadas e quantificadas por espectrofotometria no UV-Vis uma vez que os
resultados obtidos durante sua caracterizagdo indicaram que a emulsdo dupla
alcancou melhores caracteristicas. Somado a isso, pelo descrito na literatura,
farmacos hidrofilicos, como o 5-FU, apresentam maior eficiéncia quando a técnica de
dupla emulsdo é aplicada, pois a presenca de duas fases aquosas facilita o
encapsulamento e evita a rapida difusdo do farmaco para a fase externa (PANIGRAHI
et al., 2021).

4.10 Viabilidade celular in vitro das células CACO-2 tratadas com NPs

O desempenho bioldgico in vitro do sistema nanoestruturado foi avaliado
no modelo celular CACO-2. Assim, os resultados de viabilidade celular apresentado
na Figura 11 demonstra os efeitos da exposi¢cao das células aos tratamentos. Apds
24h de exposi¢cao nao houve reducdo significativa da viabilidade celular quando

tratadas com as NPs, enquanto em 72h ja ocorre uma redugdo da viabilidade que
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indica efeitos deletérios nas células. Como esperado, a citotoxicidade do 5-FU livre é
maior, apresentando uma maior morte celular e, consequentemente, menor
viabilidade. Ja na particula branca, ou seja, sem farmaco NPD_BR a viabilidade
celular se manteve alta, indicando que ela nao é citotdxica para a célula. Ao comparar
a particula com 5-FU encapsulado, NPD_5FU, e o farmaco livre observa-se que o 5-
FU livre apresenta uma maior citotoxicidade, o que era esperado uma vez que a

nanoparticula promove uma liberagdo mais controlada.

Figura 11 - Viabilidade celular das células CACO-2 apos 24h (A) e apds 72h (B) de tratamento
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Fonte: Autoria prépria

4.11 Cinética de internalizagao das nanoparticulas

Pela microscopia confocal, foi possivel observar a localizagcédo subcelular
das nanoparticulas aplicadas. Na Figura 12 (A), esta representado o controle, células
nas quais as nanoparticulas ndo foram adicionadas, dessa forma apenas os
marcadores de membrana CellMask™Deep Red e o marcador de nucleo Hoechst
33342 emitem fluorescéncia vermelha e azul, respectivamente, enquanto ha uma
auséncia de fluorescéncia verde referente ao marcador DIO das nanoparticulas. Ja
na Figura 12 (B) € possivel observar a presenca de fluorescéncia de todos os
marcadores. A maioria das nanoparticulas esta nas células, mostrando que foram
internalizadas encontrando-se na regiao citoplasmatica das células.

A confirmacado da internalizacdo celular € um aspecto fundamental para o
sucesso de nano sistemas, pois garante que o farmaco encapsulado atinja o
compartimento intracelular, onde pode exercer sua atividade terapéutica. Estudos
prévios demonstram que nanoparticulas poliméricas, como as de PLGA, séao

internalizadas principalmente por processos de endocitose, acumulando-se no
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citoplasma antes da liberagdo do farmaco (CARTIERA et al., 2009). Além disso, a
microscopia confocal € uma técnica muito utilizada para acompanhar a internalizacao
de particulas, permitindo visualizar sua localizacdo dentro das células. Esses
resultados sugerem que as nanoparticulas produzidas penetraram nas células, o que
€ essencial para que o farmaco encapsulado seja liberado no local de agao (DANHIER
et al., 2012).

Figura 12 - Imagens de microscopia confocal de controle de células CACO-2 (A) e células CACO-2
tratadas com NPD_5FU (B)
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Fonte: Autoria prépria
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5. CONCLUSOES

Foram desenvolvidas e avaliadas diferentes formulagdes de
nanoparticulas de PLGA para o encapsulamento e a entrega controlada de 5-
Fluorouracil (5-FU), visando seu uso como estratégia inovadora no tratamento do
cancer colorretal.

Todas as formulagdes apresentaram alta estabilidade (superior a 80
dias), baixa polidispersidade e elevado potencial zeta negativo, entretanto as NPs
obtidas por emulsao simples apresentaram um desempenho inferior, com menor valor
de PDI e potencial zeta, enquanto aquelas sintetizadas por emulsdo dupla
apresentaram os melhores resultados, com potencial zeta em torno de —30 mV. A
morfologia das NPs obtidas por dupla emulsdo apresentou formato esférico e
uniforme. Enquanto, as NPs sintetizadas por nanoprecipitacdo mostraram
irregularidades na forma, enquanto as produzidas por emulsdo simples exibiram
aglomeracdo e ampla variagcdo de tamanhos; nesse contexto, tais caracteristicas
mostram o desempenho de cada uma delas como sistemas carreadores, entdo é
possivel inferir que a melhor escolha € a nanoparticulas por dupla emulséao.

Como o quimioterapico empregado, 5-FU, € um farmaco hidrofilico
optou-se por seguir os demais ensaios de caracterizagao (FTIR, perfil de liberacéo,
eficiéncia de encapsulamento e ensaios in vitro) com as nanoparticulas sintetizadas
por dupla emulsdo. Uma vez que, pelo descrito na literatura, farmacos hidrossoluveis
apresentam maior eficiéncia quando a técnica de dupla emulsao é aplicada, pois a
presencga de duas regides aquosas facilita o encapsulamento e evita a rapida difusao
do farmaco para a fase externa.

A andlise por FTIR confirmou a manutencdo dos grupos funcionais do
polimero apds a incorporagao do farmaco, demonstrando a preservagao da estrutura
quimica do carreador.

Na metodologia avaliada, foi alcangada uma alta eficiéncia de
encapsulamento (71,4%) e o perfil de liberagdo demonstrou que, enquanto o farmaco
livre foi totalmente liberado em 8h, o sistema NPD_5FU promoveu liberagcéo
sustentada (~30% em 124 h), indicando o potencial de uma liberagdo controlada e
mais eficiente, o que contribui para a reducao de efeitos colaterais adversos do 5-FU.

Pelos ensaios biolégicos com células CACO-2, é possivel inferir que as

nanoparticulas brancas nado apresentaram citotoxicidade, enquanto as NPD_5FU
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reduziram a viabilidade celular de forma mais lenta e controlada em comparacao ao
5-FU livre, evidenciando o efeito da liberacdo sustentada do farmaco. Ja na analise
por microscopia confocal, foi observado a internalizacdo das nanoparticulas,
demonstrando sua capacidade de penetragao e interagao celular.

Conclui-se que a estratégia de sintese proposta foi bem-sucedida,
indicando que nanoparticulas de PLGA carregadas com 5-FU podem representar uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo controlada

no tratamento do cancer colorretal.
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