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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi inicialmente preparar e caracterizar nanopartículas de PIBCA 

(poli-isobutilcianoacrilato) revestidas com fucana e em seguida avaliar a citotoxicidade das 

formulações em macrófagos J774. A fucana foi escolhida por apresentar várias atividades 

biológicas, ser de fácil extração e baixo custo, o que torna a sua utilização atrativa para o 

revestimento de nanocarreadores. As nanopartículas foram preparadas pelo método de 

polimerização aniônica utilizando monômero isobutilcianoacrilato (IBCA) e a fucana em 

diferentes proporções (0, 25 e 100%). Na caracterização físico-química, o aspecto 

macroscópico, o tamanho de partícula, índice de polidispersão (PDI), potencial zeta foram 

analisados. A estabilidade das formulações em meio de cultura foi analisado observando-se 

aparecimento de agregados e/ou precipitação. Finalmente a citotoxicidade foi avaliada em 

macrófagos J774 pelo método MTT com concentrações que variaram de 1 a 120μg/mL. Em 

relação ao tamanho observou-se que o aumento da concentração da fucana influenciou o 

tamanho das partículas passando de 254,4 ± 5,2nm para 495,4 ± 17,6nm nas formulações sem 

fucana (0%) e com 100%, respectivamente. Apesar das mudanças no tamanho, o PDI 

apresentou valores baixos o que indica homogeneidade no tamanho das partículas. Observou-

se que o aumento do percentual do polissacarídeo diminuiu o potencial zeta(-55,3  ± 1,4nm), 

ou seja, tornou a superfície mais negativa, resultado esperado uma vez que a fucana é um 

polissacarídeo que apresenta carga negativa. Não foi observado aparecimento de precipitados 

ou agregados das nanopartículas após contato com o meio de cultura, indicando que as 

formulações permaneceram estáveis. Finalmente, as nanopartículas obtidas não foram tóxicas 

para as células, não houve diferença estatística entre as formulações, sugerindo que não foi 

citotóxica na faixa de concentração utilizada.  

 

Palavras–chave: Nanopartículas. Fucana. Citotoxicidade. 

 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

The purpose of this work was to initially prepare and characterize nanoparticles of PIBCA 

(polyisobutylcyanoacrylate) coated with fucoidanand then to evaluate the cytotoxicity of the 

formulations in macrophages J774. The fucoidan was chosen because it has many biological 

activities, is easy to extract and low cost, which makes their use attractive for the nanocarriers 

coating. The nanoparticles were prepared by the anionic polymerization method using 

isobutyl cyanacrylate monomer (IBCA) and fucoidan in different proportions (0, 25 and 

100%). In the physical-chemical characterization, the macroscopic appearance, particle size, 

polydispersityindex (PDI), zeta potential were analyzed. Finally, cytotoxicity was evaluated in 

J774 macrophages by the MTT method with concentrations ranging from 1 to 120 μg / mL.In 

relation to the size, it was observed that the increase of the concentration of fucoidan 

influenced the particle size from 254.4 ± 5.2nm to 495.4 ± 17.6nm in the formulations without 

fucoidan and with 100%, respectively. Despite the changes in size, the PDI presented low 

values indicating homogeneity in particle size. It was observed that increasing the percentage 

of the polysaccharide decreased the zeta potential, the zeta potential (-55.3 ± 1.4nm), ie, 

rendered the surface more negative, an expected result since fucana is a polysaccharide with a 

negative charge.The obtained nanoparticles were non-toxic to cells and there was no statistical 

difference among the formulations, suggesting that there was no cytotoxicity in the stability 

range of the culture medium. 

 

Keywords: Nanoparticles. Fucoidan.Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O uso de sistemas de liberação controlada na escala nanométrica representa, sem 

dúvida, um grande avanço no tratamento e diagnóstico de várias doenças. Desde os primeiros 

nanosistemas desenvolvidos, pesquisadores têm focado na modificação estrutural destes 

sistemas com o objetivo de melhorar a eficácia e diminuir os aspectos indesejáveis de alguns 

compostos bioativos encapsulados (SAKATA et al.,2007). 

Em se tratando de nanopartículas, uma importante modificação está relacionada à 

superfície, como por exemplo, a adição de moléculas como polietilenoglicol - PEG (PALMA 

etal., 2014), peptídeos (VALETTI et al., 2014), polissacarídeos (LEMARCHAND et al., 

2004), anticorpo (KOUCHAKZADEH et al., 2013) entre outros compostos. 

 O objetivo que impulsiona a modificação da superfície das nanopartículas relaciona-

se ao aumento do tempo de circulação e ao direcionamento do fármaco a tecidos ou células 

alvo, e consequentemente aumento da eficácia terapêutica. Descreve-se na literatura a 

obtenção de sistemas sítio-específicos através da utilização de ligantes químicos como 

moléculas sinalizadoras. No entanto, estes compostos apresentam custo elevado, com baixo 

rendimento final, fazendo com que diminuam as chances de se desenvolver um novo 

produto(GREF et al., 1994). 

Neste contexto, a utilização de polissacarídeos sulfatados de algas marrons torna-se 

uma alternativa promissora para revestimento de nanocarreadores.  Assim, a escolha da 

fucana deve-se ao fato de que este polissacarídeo apresenta várias atividades biológicas (LIN 

et al., 2011) dentre elas a ação contra a bactéria Helicobacterpylorie a capacidade de 

estimular a produção de muco, protegendo a mucosa gástrica. Além disso, a fucana apresenta 

facilidade de extração, baixo custo de obtenção, o que torna a sua utilização atrativa para o 

revestimento de nanocarreadores e obtenção desistemas sítio-específicos.  

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi inicialmente a preparação e caracterização 

de nanopartículas de PIBCA (poli-isobutilcianoacrilato) revestidas com fucana e em seguida 

avaliação da estabilidade frente a meio de cultura eestudo da citotoxicidade das formulações 

obtidas em macrófagos J774. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Preparar, caracterizar e avaliar a citotoxicidade denanopartículas de PIBCA revestidas com 

fucana. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 Preparar nanopartículas PIBCA revestidas com polissacarídeos pelos métodos de 

polimerização por emulsão aniônica (AEP); 

 Caracterizar as nanopartículas obtidas, através do aspecto macroscópico, da avaliação 

do tamanho médio das partículas e da carga de superfície; 

 Avaliar a estabilidade das nanopartículas com diferentes percentuais de 

polissacarídeos em meio de cultura; 

 Avaliar a citotoxicidadedas nanopartículas em macrófagos J774. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

O presente projeto trata-se de uma linha de pesquisa de caráter multidisciplinar, que 

busca o desenvolvimento de sistemas de liberação controlada de fármacos, baseado na 

nanotecnologia para tratamento de infecções gástricas causadas pela Helicobacterpylori. 

Atualmente há um grande interesse tanto no desenvolvimento de novas formas farmacêuticas, 

como na utilização de compostos bioativos que sejam eficazes nas infecções gástricas a 

exemplo daquelas causadas pela Helicobacterpylori. O presente projeto engloba as duas 

estratégias, uma vez propõe o desenvolvimento de nanopartículas sítio-específicos utilizando 

produto natural, a fucana, como molécula sinalizadora para futura utilização contra a bactéria 

H. pylori.  
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4 HIPÓTESE 

 

A fucana, um polissacarídeo sulfatado extraído de algas marrons, pode ser utilizada 

como molécula de revestimento de nanopartículas de PIBCA. 
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5 REVISÃO DA LITERATURA 

 

5.1 Nanotecnologia e Sistemas de Liberação Controlada 

 

A nanotecnologia é uma área exponencial que envolve o manuseio de propriedades e 

estruturas ao nível de nanoescala, apresentando muitas vantagens e peculiaridades que em 

uma escala maior não são possíveis. A combinação da nanotecnologia com aplicações 

médicas trouxe o aparecimento de um novo campo chamado nanomedicina (KHEMTONG; 

KESSENGER et al., 2013).Um mecanismo importante para o desenvolvimento da 

nanomedicina são os sistemas de liberação controlada, que ganharam uma atenção especial 

nos últimos anos. Esses sistemas expandiram novas maneiras de modificar a biodistribuição 

dos princípios ativos na farmacocinética, melhorando tanto a sua biodisponibilidade como 

reduzindo os efeitos colaterais (NASONGKLA; BEY, et al., 2006; FENG et al., 2001).Os 

sistemas de liberação controlada, também denominados vetores de liberação,são dispositivos 

eficazes na entrega de substâncias biologicamente ativas, objetivando o controle da liberação 

na faixa terapêutica, tempo e local de ação (LEE; YEO, 2014).Tem como objetivo principal o 

controle constante da manutenção das concentrações dos compostos ativos, que estão entre as 

concentrações mínimas efetivas e mínimas tóxicas por um prolongado período de tempo 

(MUNOZ; ALICE; LI, 2015; LEE; YEO, 2014). Nesse sistema de liberação busca-se 

modificar a liberação controlada de fármacospara obter uma atividade mais rápida, mais 

prolongada, mais regular e mais especifico, por longo tempo (DEVISSAGUET; GUYOT; 

HERMAM,1982). Aliberação controlada pode ser um processo mais lento que a liberação 

convencional, pois mostra que esta liberação modifica as constantes concentrações para 

manter nos níveis plasmáticos eficazes, na liberação de determinada concentração de 

fármacos de forma reprodutível (RABASCO,1997). Assim, a liberação controlada de 

fármacos, em relação à liberação convencional, apresenta várias vantagens tais como período 

terapêutico prolongado, eficácia aprimorada e toxicidades sistêmicas reduzidas como mostra a 

Figura 1 (QIAN et al., 2005; LAINE  et al., 2014) . 
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Figura 1: Sistemas terapêuticos convencionais e liberação controlada referente ao tempo 

versusconcentração de fármaco. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: LIRA, 2007 com adaptações. 

Existem vários tipos de sistemas de liberação controladacom base nas características 

químicas, físicas e biológicas como, as nanocápsulas (MORA; HUERTAS; FESSI, 2010), 

nanoesferas (ZAFAR; FESSI; ELAISSARI, 2013), dímeros (WEBSTER; SUNDARAM; 

BYREME, 2012), lipossomas, e micelas poliméricas (YANG et al.,2010). 

5.2 Lipossomas 

Os lipossomas são vesículas esféricas compostas por uma ou mais camadas lipídicas 

concêntricas, desprendido por um meio aquoso. Eles podem encapsular substâncias 

hidrofílicas ou lipofílicas, sendo que as hidrofílicas ficam no compartimento interno aquoso e 

as lipofílicas na bicamada lipídica. Por serem biodegradáveis, biocompatíveis e não 

imunogênicos os mesmos são altamente versáteis para pesquisa terapêutica e aplicações 

analíticas (EDWARDS; BAEUMER, 2006; NEW, 1990; PUISILUX et al., 1995). Estas 

vesículas são constituídas principalmente por fosfolipídios (podendo ser de natureza sintética 

ou natural), esteróis e um antioxidante (VEMURI, 1995). Os lipídeos mais aplicados nas 

formulações de lipossomas são os que apresentam uma forma cilíndrica como, por exemplo, 

as fostatidilcolinas, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, nas quais essas tendem 

a formar uma bicamada estável em uma solução aquosa. Portanto as fosfatidilcolinas são mais 

empregadas em estudos de formulação de lipossomas, pois apresentam grande estabilidade a 

variações do pH ou na concentração de sal no  meio. Os lipossomas podem apresentar uma 

única bicamada lipídica ou bicamadas múltiplas em voltado compartimento aquoso interno, 
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sendo desta forma classificados em unilamelar e multilamelar, respectivamente (BATISTA et 

al., 2007). 

5.3 Micelas 

 Existe também as micelas, que são bem utilizadas na área da nanotecnologia, 

representam um conjunto de moléculas anfifílicas pelas quais se agregam livremente na água 

e formam uma vesícula esférica. Seu centro é hidrofóbico tendo a capacidade de encapsular 

fármacos hidrofóbicos. As micelas convencionais são formadas por pequenas moléculas que 

possui uma cabeça hidrofílica e uma cauda hidrofóbica, composta por hidrocarbonetos de 

ácidos graxos longos. O tamanho molecular dos surfactantes e outras características físico-

químicas irão determinar o tamanho das micelas (RANGEL; YAGIU; TAVARES, 2005). 

5.4 Tipos de Nanopartículas 

Por definição as nanopartículas (NP) são descritas como um material e/ou propriedade 

que ocorre em dimensões na escala nanométrica entre 1 e 100 nm (DREADEN et al.,  

2012).Essas partículas não são consideras como moléculas simples, entretanto são compostas 

por três camadas, isto é, a camada superficial pode ser aplicada em uma variedade de 

moléculas, como exemplo, íons metálicos, surfactantes e polímeros. A camada de coroa que é 

um material químico divergente do núcleo, e o núcleo que é a porção central das 

nanopartículas que normalmente remete a própria NP (SHIN et al., 2016).As NPs são 

divididas em várias classes, dependendo de sua morfologia, tamanho e propriedades químicas 

baseado em características físicas e químicas, algumas das conhecidas classes das NPs são 

dadas abaixo. 

5.5 Nanopartículas Poliméricas 

 

Nanopartículas Poliméricas apresentam uma escala nanométrica de 10 a 1000nm.  São 

estruturas estáveis, coloidais e sólidas, que podem ser compostas por polímeros naturais ou 

sintéticos (KREUTER, 2001; MOHANRAJ; CHEN, 2006; KREUTER, 2007). De acordo 

com sua forma estrutural se classificam em duas classes, nanocápsulas e nanosfera 

(NICOLAS; COUVREUR, 2009; ARAÚJO et  al., 2003). Nanocápsulas são estruturas 

constituídas por um invólucro polimérico posto em torno de núcleo oleoso. Onde o fármaco 

pode ser dissolvido no núcleo ou adsorvido na parede polimérica. A nonosfera é formada por 

uma matriz polimérica, na qual o fármaco pode permanecer retido ou adsorvido 

(SCHAFFAZICH et al., 2003).As nanopartículas poliméricas podem ser preparadas a partir 
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de uma variedade de materiais(proteínas, polissacarídeos e polímeros sintéticos). A seleção do 

polímero engloba alguns fatores: tamanho desejado das partículas, propriedades do fármaco, 

como por exemplo, (solubilidade em água e estabilidade), característica da superfície, grau de 

biodegradabilidade, e a biocompatibilidade. Existem vários métodos utilizados para 

preparaçãodas nanopartículas, dentre eles são descritos na literatura dispersão de polímeros 

pré-formados, polimerização de monômeros, e gelificação iônica de polímeros hidrofílica 

(MOHANRAJ; CHEN,2006). Sendo as mais utilizadas, a dispersão de polímeros pré-

formados, que engloba várias técnicas a evaporação por solventes e emulsificação simples 

(MOHANRAJ; CHEN,2006).Nessa técnica o polímero e o fármaco hidrofóbico são 

dissolvidos em um solvente orgânico, por exemplo, diclorometano, clorofórmio, ou acetato de 

etila. Na mistura o polímero e o fármaco são inseridos em uma solução aquosa contendo 

agente, emulsificante formando uma emulsão de óleo ou é levada à evaporação sob pressão 

reduzida para retirada do solvente orgânico (MOHANRAJ; CHEN, 2006). 

Figura 2: Representação esquemática da técnica de emulsificação-evaporação 

 

Fonte: Adaptado por PINTO et al., 2006 

 

Além da técnica polímero pré-formados, há também a técnica por emulsão aniônica. 

Este método consiste na utilização de um monômero solúvel em água acidificada que é capaz 

de se polimerizar com polissacarídeos. Para isto, os materiais permanecem sob agitação 

vigorosa por 3 horas até completar polimerização e formação das nanopartículas (LIRA, et 

al.,2011). 
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5.6 Nanopartículas de Cerâmica 

Devido sua evolução, as NPS de cerâmica ganharam um grande destaque nas 

mudanças ambientais, pelo fato de serem altamente resistentes. NPS de cerâmica são 

compostas por elementos inorgânicos, sílica e alumina. Por outro lado, o seu núcleo não se 

restringe apenas a esses materiais, mas a outros metais e óxidos metálicos (ARMATAS; 

KANATZIDIS, 2006; ZOU et al., 2005). Embora os sulfatos metálicos sejam utilizados para 

produção de nanosistemas, no tamanho, forma e porosidade variada, nanopartículas 

apresentam evasão nos sistemas retículo-endotelial que modificam o tamanho, estrutura da 

superfície. Na sua porosidade a proteção física contra a degradação e desgranulação. Diante 

disso, a cerâmica composta por fosfato de cálcio, Sílica, alumina, zircônio, óxidos de ferro, 

carbonatos e dióxido de titânio apresentou interesse em diversas aplicações médicas pelas 

relações positivas no tecido humano (WHITTERS et al., 1999). 

5.7 Nanopartículas Metálicas 

  

 As NPs metálicas compreendem a natureza eletrônica, ópticas e magnéticas dos 

metais(ouro e prata), e sua possível utilidade em agentes antimicrobianos com uso terapêutico 

aplicado a nonomedicina(DUCAN; GASPAR, 2011).O ouro (Au-NPS) emergiu como um dos 

candidatos atraentes na entrega de moléculas de fármacos e na área de biomarcadores por 

atuarem como síntese na modificação da superfície com diferentes polímeros e ligantes. Estas 

NPS de Au funcionam á base de fototérmicos com eficiente aplicação terapêutica, a exemplo 

o câncer (PENG et al., 2008). Uma vantagem documentada para a mesma é por possuir, 

inércia, não conter toxicidade, maior estabilidade, facilidade na preparação, e possíveis 

probabilidades de bioconjugação e biomodificação com tiol dissulfureto e grupos funcionais 

de amina (JAIN; SAYED,2007).A utilização de nanopartículas de prata (NPS Ag) se destaca 

por apresentar propriedades de boa condutividade, alto efeito catalítico, elevada área 

superficial, e uma excelente atividade antimicrobiana, podem ser aplicadas na redução de 

infecção, prevenção de colônia bacteriana, cateteres e materiais odontológicos (GUZMÁN; 

DILLE; GODET, 2009).  

5.8Classificação das Nanopartículas 

5.8.1 Nanopartículas Convencionais 

As nanopartículas convencionais são constituídas por um núcleo oleoso composto por 

triglicerídeos de cadeia média ou longa (HUYNH et al., 2009; DELMAS et al.,2011).In vivo 
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as nanopartículas convencionais são mais facilmente reconhecidas pelo sistema imunológico, 

sendo removidas mais facilmente da corrente circulatória (TORCHILIN, 2000). 

5.8.2Nanopartículas Furtivas 

Com o objetivo aumentar o tempo de circulação das nanopartículas convencionais 

foram desenvovidas as furtivas. As nanopartículas furtivas são obtidos por diferentes 

métodos, que inclui basicamente o revestimento da superfície de componentes hidrofílicos 

naturais como o monossialogangliosideo GM1 e fosfatidilinositol, ou de polímeros 

hidrofílicos sintéticos, especificamente os polietilenoglicóis (PEG) (SAGRISTÁ et al., 2000; 

TORCHILIN,2005).Uma das estratégias fundamentais para obtenção para longa circulação 

plasmática é modulação da superfície desses vetores através de macromoléculas hidrofílicas, 

que são eficazes fisicamente aos sistemas, assim, produzindo aqueles conhecidos como 

estabilizados estéricamente ou / sistemas furtivos (OWENS; PEPPAS, 2006; ROMBERG; 

KENNINK; STORM, 2008).A camada hidrofílica superficial destes polímeros aumenta o 

tempo de circulação das nanopartículas prevenindo o reconhecimento e consequentemente a 

associação com as opsoninas no plasma, desse modo, inibindo o processo de reconhecimento 

molecular e a captura pelas células do sistema fagocitário mononuclear, preferencialmente  as 

células de Kupffer no fígado (NEEDHAMet al., 1992).Uma forma de modificar a superfície 

das nanopartículas além da utilização do PEG é o uso dos polissacarídeos, os quais vem sendo 

estudados  ao longo dos anos nas indústrias farmacêuticas perante a sua eventual utilidades e 

aplicações nos sistemas de entrega de fármacos (LEMARCHAND et al., 2004). 

5.8.3Nanopartículas Sítio-Específicas 

 

Na tentativa de aumentar a especificidade de ação das nanopartículas das células alvo 

e elevar a quantidade de fármacos liberadas nestas células, a pesquisa neste campo foi focada 

na elaboração de nanopartículasdirecionados ou/sítio-específicos. Por isto, estes últimos 

utilizam ligantes acoplados em sua superfície, que conferem seletividade para ofertar o 

fármaco encapsulado no sítio de ação almejado (SIHORKAR; VYAS, 2001; SAPRA; 

ALLEN, 2003). A modificação da superfície das nanopartículas a partir da adição de ligantes 

pode ser feita inserindo moléculas como peptídeos (VALETTI et al., 2014),anticorpo 

(KOUCHAKZADEH et al., 2013), polissacarídeos tal como a fucana  (LEMARCHAND et 

al., 2004). 
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5.9Polissacarídeos Sulfatados 

 

Os polissacarídeos sulfatados são polímeros formados por unidades repetidas de 

açúcares e carregados negativamente devido à presença de grupo sulfato (STRYER, 2007). 

Em se tratando de polissacarídeos, a fucana é um polissacarídeo sulfato extraído de algas 

marrons (LI et al., 2008; BILAN et al.,2003). Sua estrutura e composição variam de diferentes 

espécies de algas marinhas, que normalmente seu composto consiste em L-fucose e sulfato, 

ligados a pequenas quantidades de D-galactose, D-manose, D-xilose eácidourónico (USOU; 

BILIAN, 2003). Atualmente por este polissacarídeo apresentar baixo custo e ser acessível 

torna sua utilização atrativa para o revestimento de nanocarreadores e obtenção de sistemas. 

Além disso, apresenta várias atividades biológicas como mostra a tabela 1, incluindo a 

capacidade de se ligar especificamente à bactéria Helicobacterpylori (LIN et al., 2011) 

fazendo com que a mesma não seja capaz de se aderir a mucosa gástrica, evitando assim os 

danos causados pela infecção. Ademais, é descrito na literatura a capacidade da 

fucanaestimular a produção de muco (CHOI et al., 2010), fato este que proporcionaria uma 

proteção da mucosa gástrica. 

Tabela 1-Principais atividades biológicas do polissacarídeo fucana. 

Atividades biológicas Referências 

Inibição da ativação do sistema 

complemento  

ZVYAGINTSEVA et al., 2000 

Estimulação da produção de muco  CHOI et al., 2010 

Ligação da bactéria Helicobacterpylori LIN et al., 2009 

Antioxidante  HUANG E LI et al., 

2014RAVEENDRM et al ., 2015 

KUMAR et al., et al., 2015 

Anticâncer  ROGERS et al., 2008 

MORI.et al., 2013 

Anticoagulante  SILVA  et al., 2012 

Ant-angiogênicos CUMASHI et al., 2007 

Tratamentos de queimaduras dérmicas  SEZER et al.,  2008 

Fonte:AGUIAR, 2017 

H. Pylori é uma bactéria que contagia cerca de 50% da população mundial sendo 

responsável pelas doenças gastroduodenais, envolvendo a úlcera gástrica e o câncer gástrico 

(KUSTERS et al., 2006). Notavelmente, um dos papeis desenvolvidos pela infecção da 

Helicobacterpylorié a úlcera, bem com o adenocarcinoma. Assim, a supressão dessa bactéria 

poderia reduzir a expansão do risco dessa doença (PASTORIZA et al.,2014;MANSOUR et 
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al., 2009; ROY,2010; SAVLA;MINKO,2013). Neste contexto, levando-se em consideração a 

importância do desenvolvimento de sistemas sítio-específicos com objetivo de otimizar a ação 

farmacológica de diversos fármacos, e a utilização de produtos naturais, propomos neste 

trabalho a utilização da fucana como molécula de revestimento das nanopartículas para 

obtenção de sistemas sítio-específicos. Assim, neste trabalho preparamos e caracterizamos 

nanopartículas de PIBCA revestidas com fucana e avaliamos sua estabilidade frente a meio de 

cultura e a citotoxicidade em macrófagos J774. 
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6 METODOLOGIA 

 

6.1 Preparação das nanopartículas de PIBCA revestidas com polissacarídeos 

As nanopartículas foram preparadas utilizando como polissacarídeos a fucana em 

diferentes proporções (0,25 e 100%). Pelo método de polimerização aniônica (AEP) Lira e 

colaboradores (2011). O polissacarídeo foi solubilizado em água (5mL) e em seguida o pH 

ajustado para 2.5 com HCl (1N). Após ajuste, o monômero IBCA (isobutilcianoacrilato) foi 

adicionado e o material permaneceu sob agitação vigorosa e constante por 3 horas. Com o 

objetivo de eliminar todos os reagentes que não reagiram durante a polimerização, as 

nanopartículas obtidas foram purificadas por diálise (Spectrapor
®
 membrana 100,000 g/mol 

cutoff, Biovalley, MarnelaVallee, France) duas vezes com 1L de água destilada por meia hora 

e em seguida overnight. 

6.2 Caracterização físico-química das nanopartículas de PIBCA revestidas com 

polissacarídeos 

As nanopartículas foram caracterizadas segundo tamanho médio das partículas, índice 

de polidispersão e potencial zeta (carga de superfície). O tamanho médio e o índice de 

polidispersão foram analisado após diluição dasamostras (n=3) em água destilada, a 25°C pela 

dispersão de luz utilizando o Nanosizer® N4 PLUS (Malvern), no qual o ângulo de dispersão 

foi fixadoem 90°. Por outro lado, a carga da superfície foi verificada utilizando Zetasizer 4 

(MalvernInstrumentsLtd), após diluição adequada das amostras (n=3) em KCl (1mM). As 

duas análises seguiram parâmetros descritos por Lira et al 2011. 

 

6.3 Avaliações da estabilidade das nanopartículas de PIBCA revestidas com 

polissacarídeo ao meio de cultura e avaliação da citotoxicidade 

Antes de avaliar a citotoxicidade das nanopartículas de PIBCA revestidas com fucana, 

as mesmas foram inseridas em meio de cultura para avaliar se permaneceriam estáveis durante 

48 horas, tempo total utilizado para o ensaio de citotoxicidade. Assim, as formulações 

forammantidas em contato com meio de cultura (RPMI) e após 12, 24 e 48h foram 

observados os aspectos macroscópicos comoformação de precipitado, presença de grumos 

e/ou separação da faixa das nanopartículas. Após avaliação da estabilidade frente ao meio de 

cultura, acitotoxicidade das nanopartículas foi avaliada pelo ensaio da redução do sal de 

tetrazólio MTT (DENIZOT; LANG, 1986) através do funcionamento da enzima mitocondrial 

succinato desidrogenase, frente aos macrófagos J774. O resultado expressa a redução do 
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corante MTT em células tratadas relacionado ao controle(células não tratadas) versus a 

concentração da amostra em teste, obtendo-se, porinterpolação, o valor de IC50 para todas as 

amostras. 
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7 RESULTADOS 

 

Nanopartículas foram preparadas pelo método de polimerização por emulsão Aniônica 

(AEP) utilizando monômero isobutilcianoacrilato (IBCA) e a fucana em diferentes proporções 

(0 25 e 100%). Na caracterização físico-química, aspecto macroscópio, o tamanho de 

partícula e índice de polidispersão (PDI), potencial a zeta foram analisados. As 

nanopartículasinicialmente obtidas pela caracterização observando-se apresença de grumos ou 

precipitados. Em seguida, as nanopartículas que apresentaram aspecto homogêneo foram 

caracterizadas segundo o tamanho de partícula, índice de polidispersão (PDI) e carga de 

superfície(potencial zeta). Os resultados da caracterização podem ser observados na Tabela 1. 

Em relação ao tamanho foram verificados valores entre 254 e 495nm dependendo da 

quantidade de fucana presente.Valores baixos do índice de polidispersão foram obtidos. Em 

relação ao potencial zeta foi observado que todas as formulações apresentaram carga de 

superfície negativa. Além disso, houve uma diminuição dos valores quando ocorreu aumento 

no percentual da fucana, atingindo o máximo de -55.3 para aquelas nanopartículas que 

continham 100% do polissacarídeo. 

 

Tabela 2- Características físico-químicas de nanopartículas de PIBCA revestidas com fucana 

em diferentes concentrações (0, 25 e 100%). 

* AEP-Fuc0 representa 0% de fucana e 100% de dextrana; AEPfuc25 representa 75% 

de dextrana e 25% de fucana; AEP-Fuc100 representa 0% de dextrana e100% de fucana. 

 

Após caracterização, a estabilidade das nanopartículas foi avaliada frente ao meio de 

cultura (RPMI) que seria utilizado na avaliação da citotoxicidade. Não foi observada a 

formação de precipitados ou agregados de nenhuma das nanopartículas após contato com o 

meio de cultura. Este fato mostra que as nanopartículas permaneceram estáveis apos contato 

com meio de cultura utilizado. Para teste de citotoxicidade os macrófagos foram transferidas 

para placa de 96 poços (1 x 10
5
 células/poço). Em seguida as nanopartículas foram 

adicionadas e incubadas por 48 horas. Após incubação 20μL do MTT (5mg/mL) foi 

NP-PIBCA Tamanho (nm) PDI ± DP Potencial Zeta 

AEP-Fuc0 254,4 ± 5,2 0,26 ± 0,05 - 5,5 ± 0,3 

AEP-Fu25 351,2 ± 4,7 0,104 ± 0,02 - 33,2 ± 0,4 

AEP-Fuc100 

 

495,4 ± 17,6 0,11 ± 0,09 - 55,3 ± 1,4 
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adicionado e após 2 horas os cristais de Formazan formados pelas células vivas foram 

dissolvidos em DMSO e quantificados em leitor de Elisa. A figura 2 indica as IC50 obtidas 

paras as formulações contendo25 e 100% de fucana (AEP-Fuc-25 e AEPFuc-100) e sem 

fucana (AEP-/Fuc-0). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Citotoxicidade de nanopartículas revestidas com fucana expressa em IC50 (ug/mL) 

em macrófagos J774. AEP-Fuc0, AEP-Fuc25 e AEP-Fuc100. AEP-Fuc0 representa 0% de 

fucana e 100% de dextrana; AEPfuc25 representa 75% de dextrana e 25% de fucana; AEP-

Fuc100 representa 0% de dextrana e100% de fucana. 
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8 DISCUSSÃO 

 

Nanopartículas desenvolvidas apresentaram característica físico-química dentro do 

esperado. Em relação ao tamanho observou-se que o aumento da concentração da fucana 

influenciava diretamente o tamanho das partículas passando de 254.4 ± 5.2nm para 495.4 ± 

17.6nm nas formulações sem fucana e com 100%respectivamente. O índice de polidispersão 

(PDI) apresentou valores baixos o que indica homogeneidade no tamanho das partículas. 

Segundo a literatura, valores abaixo de 1.0 para o PDI indicam formulações homogêneas. O 

potencial a zeta houve uma diminuição com o aumento do percentual do polissacarídeo na 

formulação, ou seja, tornou a superfície mais negativa. Como a fucana é um polissacarídeo 

que apresenta carga negativa, devido aos grupamentos sulfatos presentes na sua estrutura, 

uma vez que esse resultado era esperado. Os resultados estão de acordo com dados anteriores 

descritos por Lira et al, (2011), os quais verificaram que as formulações de nanopartículas 

foram estáveis com  todos os percentuais de fucana.O tamanho das nanopartículas preparadas 

pela AEP foi aumentado de 193 ± 4 nm a 399 ± 0,7 nm, quando a concentração de fucana 

aumentou de 25% para 100% respectivamente. Apesar das mudanças significativas no 

tamanho, o índice de polidispersão apresentou valores baixos o que indica homogeneidade no 

tamanho das partículas. Do mesmo modo, a carga da superfície também foi influenciada pela 

quantidade de fucana, ocasionando diminuição. LIRA et al., (2011) também analisou outro 

método de polimerização, o emulsão por Redox (RREP), e da mesma forma observou 

aumento do tamanho da partícula e diminuição da carga da superfície com o aumento da 

concentração da fucana. As formulações permaneceram estáveis em meio de cultura (RPMI) 

não apresentando formação de agregados ou precipitação. Na avaliação da citotoxicidade, 

observou-se que as nanopartículas obtidas não foram tóxicas para as células, uma vez que os 

valores de IC50 foram maiores que 10μ/mL e não houve diferença estatística entre as 

formulações, sugerindo que não foi citotóxica na faixa de estabilidade do meio de cultura. 
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9 CONCLUSÃO 
 

As nanopartículas revestidas com diferentes percentuais de fucana foram preparadas 

apresentando características físico-químicas adequadas para o revestimento da superfície. 

Observou-se que as nanopartículas apresentam tamanho e carga da superfície que variaram de 

acordo com o percentual de fucana inserido na formulação, tornando-se maiores e mais 

negativas, a medida que o percentual de fucana aumentava sugerindo que a mesma 

encontrava-se na superfície das nanopartículas. As formulações permaneceram estáveis no 

meio de cultura e apresentaram valores de IC50 não tóxicos para os macrófagos J774. 
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