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RESUMO

O 5-Fluorouracil (5-FU) é um agente quimioterapico muito utilizado para o tratamento de
diversos tipos de tumores solidos. Entretanto, devido a sua baixa especificidade, apresenta alta
toxicidade sobre o trato gastrointestinal e agdo ndo seletiva contra células saudaveis. Neste
sentido, o objetivo deste trabalho foi preparar e caracterizar um material hibrido baseado em
carbon quantum dots (CQD) os quais sdo combinados com o composto de intercalacdo formado
pelo 5-FU e sélido inorganico hidroxido duplo lamelar (HDL), a fim de desenvolver um sistema
que apresente capacidade de transporte e liberacdo do quimioterapico para células alvos
especificas. O sistema resultante (CQD@HDL-5FU) e seus compostos isolados foram
caracterizados por meio de diferentes técnicas fisico-quimicas e analiticas. A partir das técnicas
de espectroscopia e andlise de propriedades Opticas foi possivel identificar a presenca de CQD
no hibrido. Os espectros de FTIR sugeriram que as principais interacdes entre 0 CQD com o
farmaco e lamelas do HDL ¢ estabelecida por pontes de hidrogénio. Além disso, a intercalagédo
do farmaco no hibrido o concedeu maior estabilidade térmica, como apontado pelos estudos
por DSC. Imagens de MEV demonstraram que a mistura fisica de CQD e HDL-5FU nao
provocou destruicdo da estrutura lamelar do HDL. As férmulas minimas obtidas a partir de
EDS confirmaram a presenca dos elementos Mg, Al e O no hibrido apontando uma distribuicao
homogénea de Mg e Al nas lamelas do HDL. Os ensaios de liberagdo mostraram que 0 agente
quimioterapico liberado pelo sistema CQD@HDL-5FU denota maior seletividade de liberagdo
no ambiente tumoral (pH 5,0).

Palavras-chave: 5-Fluorouracil. Hidroxidos duplos lamelares. Pontos quénticos de carbono.
Sistemas de liberacdo de farmacos. Cancer.



ABSTRACT

5-Fluorouracil (5-FU) is a chemotherapeutic agent widely used for the treatment of several
types of solid tumors. However, due to its low specificity, it presents high toxicity on the
gastrointestinal tract and non-selective action against healthy cells. In this sense, the objective
of this work was to prepare and characterize a hybrid material based on carbon quantum dots
(CQD) which are combined with the intercalation compound composed by 5-FU drug and the
Layered Double Hydroxide (LDH) inorganic solid, in order to develop a system that presents
capacity of transport and release of the chemotherapeutic agent to specific target cells. The
resulting system (CQD@LDH-5FU) and its isolated compounds were characterized using
different physicochemical and analytical techniques. From spectroscopy techniques and optic
properties analysis it was possible to identify the presence of CQD in the hybrid. The FTIR
spectra suggested that the main interactions between the CQD with the drug and LDH lamellae
is established by hydrogen bonds. Furthermore, the intercalation of the drug into the hybrid
granted it higher thermal stability, as pointed out by DSC studies. SEM images demonstrated
that the physical mixing of CQD and LDH-5FU did not cause destruction of the lamellar
structure of the LDH. The minimum formulas obtained from EDS confirmed the presence of
the elements Mg, Al and O in the hybrid indicating a homogeneous distribution of Mg and Al
in the lamellae of the LDH. The release assays showed that the chemotherapeutic agent released
by the CQD@LDH-5FU system denotes higher release selectivity in the tumor environment
(pH 5.0).

Keywords: 5-Fluorouracil. Layered double hydroxide. Carbon quantum dots. Drug delivery
system. Cancer.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 14 milhGes de
pessoas sdo diagnosticadas com cancer a cada ano, de tal forma que o cancer é considerado
umas das maiores causas de mortalidade, com aproximadamente 9,6 milhdes de mortes em
2018, superando outras doencas como HIV/AIDS, tuberculose e maléaria combinadas (WHO,
2019). Estima-se que entre 2020 e 2022 no Brasil havera um aumento significativo de 625 mil

novos casos de cancer (INCA, 2020).

Atualmente, existem varios tipos de tratamento para o cancer. O tratamento
convencional, no entanto, baseia-se principalmente em terapia cirdrgica, radioterapia ou
quimioterapia (JEMAL et al., 2017; FIDELES et al., 2021). A quimioterapia é uma das
principais escolhas para o tratamento do céancer estando disponiveis diversos agentes
quimioterapicos que séo utilizados de acordo com a histopatologia do tumor e do tecido de
origem (MARTINS et al., 2016; SHIELDS, 2017). Ndo obstante, apesar da quimioterapia ser
direcionada as células tumorais, células saudaveis que possuem alta taxa de proliferacao
também sdo afetadas, como as células capilares, do trato gastrointetinal e da medula dssea
(RAJI, 2005; SMITH; PREWETT, 2017; GEORGAKOPOULOU; STEBBING; SCULLY,
2018). Isso ocorre porque os agentes utilizados na quimioterapia convencional ndo distinguem
as celulas saudaveis das neoplasicas, acarretando em efeitos colaterais indesejaveis como:
alopecia, mielossupressao, anemia, linfomas e leucemia, o que reflete o alto nivel de toxicidade
associado a tais tratamentos (FEITELSON et al., 2015; SHARMA et al., 2015;
ANSARIZADEH; SINGH; RICHARDS, 2017).

Uma alternativa viavel para reverter esse quadro é a tecnologia dos sistemas de liberagédo
de farmaco, que promovem um tratamento continuo e com administracdo de pequenas doses do
principio ativo (DING; LI, 2017). O emprego de plataformas de liberacdo em terapias, devido
suas dimensdes, depende principalmente das propriedades fisico-quimicas da superficie do
carreador (HERVAULT; THANH, 2014). Dessa forma, a superficie do carreador pode ser
funcionalizada, proporcionando o aumento da biodisponibilidade de varias moléculas ativas,
protegendo a molécula ativa contra inativacdo enzimatica, direcionamento para regides
especificas na qual a acdo terapéutica € desejada, além do aumento da solubilidade e eficiéncia
de absorcéo pelos diferentes tecidos (VURAL; SARISOZEN; OLMEZ, 2011; DUNNHAUPT
etal., 2015; WANG et al, 2017).
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Diversos sistemas para liberagdo controlada de drogas tém sido engendrados e descritos,
com suas vantagens e desvantagens comparadas, podendo ser classificados em quatro grupos
principais: carregadores virais, compostos catidnicos organicos, proteinas recombinantes e
nanoparticulas inorganicas. Exemplos incluem: pontos quanticos (quantum dots) ou
nanocompositos magnético-fluorescentes; géis poliméricos; nanotubos de carbono ou silica
funcionalizados; capsulas multilamelares de polieletrolitos; nanoparticulas de ouro e hidréxidos
duplos lamelares (DANIEL; ASTRUC, 2004; DROTLEFF et al., 2004; MALMSTEN, 2006;
SKRABALAK et al., 2007; CUNHA et al., 2010).

As vantagens no uso de plataformas de liberacdo em escala hanométrica residem na
possibilidade de que: i) esses sistemas conseguem passar por vasos capilares devido ao baixo
volume, além de minimizarem a acao de macrofagos do sistema de defesa, aumentando o tempo
de permanéncia na corrente sanguinea; ii) conseguem penetrar em células e tecidos até chegar
em alvos desejados, e; iii) aumentam a eficacia do tratamento e reduzem efeitos colaterais nos
pacientes (LIU, 2008). Dessa forma, o estudo e desenvolvimento de materiais capazes de
carrear o principio ativo de forma segura no organismo € de suma importancia para reducdo dos
efeitos colaterais presentes nos tratamentos quimioterapicos, além de melhorar a performance
de diversos farmacos que j& estdo no mercado, diminuindo a procura incessante de novos
principios ativos (DE SOUSA et al., 2020).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sistemas de Liberacéo Controlada

Quando Paracelso, o precursor da quimioterapia e famoso alquimista da idade média,
afirmou que: “A dose diferencia um veneno de um remédio”, ele abriu o leque para o
desenvolvimento da toxicologia moderna, ressaltando a importancia da relacdo dose-resposta,
que tem sido base conceitual para a terapia farmacéutica. Entretanto, a primeira iniciativa para
o0 desenvolvimento de um sistema que controlasse a administracdo de farmacos, surgiu quatro
décadas depois da morte de Paracelso, no inicio do século XX, quando Paul Ehrlich propds o
seu modelo, que ficou conhecido como “bala magica de Ehrlich” (magic bullets) (DURAN;
MATTOSO; MORAIS, 2006; HOFFMAN, 2008). Nesse modelo, o farmaco ligava-se a um
suporte transportador, exercendo a sua atividade farmacolégica no tecido alvo
(LANZILLOTTI, 2012). Jaem 1952, Smith Kline langou no  mercado
o0 Spansule (dextroanfetamina), que consistia em capsulas cheias de granulos revestidos que
dissolviam em diferentes velocidades, estimulando diversas pesquisas para outros tipos de
formas farmacéuticas (ANSEL; ALLEN; POPOVICH, 2007; DAS; DAS, 2003; SANTOS et
al., 2004).

Hoje, sequindo a mesma ideia, pesquisas tém sido dedicadas ao desenvolvimento de
novas tecnologias para sistemas de liberagdo controlada. Os sistemas de liberag&o sao materiais
responsaveis por acumular o principio ativo em sua composicao e realizar o transporte ao alvo,
como o préprio nome sugere. Em geral, os sistemas de liberacdo controlada oferecem varias
vantagens quando comparados aos sistemas convencionais de administracdo de farmacos.
Dentre essas vantagens é possivel citar o direcionamento e facilitacdo da absorcéo do farmaco
em um ponto especifico do organismo ou grupo de células; protecdo do principio ativo de
condicdes severas do organismo e de enzimas; possibilidade de utilizar substancias hidrofilicas
e lipofilicas e diminuicdo da quantidade de dosagens do farmaco ingerido pelo paciente,
reduzindo o tempo do tratamento clinico. A Figura 1 apresenta o perfil de concentracéo
plasmatica de um farmaco modelo com administracao tradicional e com liberacdo controlada
(COELHO et al., 1984; PANYAM et al., 2003a; TIWARI et al.,, 2012; YAMASHITA;
HASHIDA, 2013; DING,; LI, 2017; DUMITRIU; POPA 2019).
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Figura 1.Representacdo esquematica do perfil de concentracéo plasmatica de um farmaco
modelo no sangue com dosagem convencional (azul) e com liberacdo controlada (vermelho).
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Liberacdo Controlada Nivel téxico

-

Nivel plasmatico

i
I
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I
d

! | | ] Nivel

subterapéutico

/ Multiplas administragdes convencionais

Tempo

Fonte: CORREA, 2021.

Existem diversas classificacfes para os sistemas de liberacdo controlada de drogas,
segundo alguns critérios. De acordo com a rota de administracdo, por exemplo, tais sistemas
podem ser classificados em quatro classes: oral, transdérmico, injetavel e inalavel. Segundo o
tipo de liberagéo eles podem ser de liberagdo sustentada, prolongada ou retardada. O tipo de
mecanismo que controla a liberacdo do farmaco também determina a sua classificacdo, que é
feita tomando-se por base o mecanismo principal. Existem trés mecanismos primarios pelos
quais os farmacos podem ser liberados a partir de um dispositivo: (1) difusdo, (2) reacao
quimica ou enzimatica e (3) ativacdo pelo solvente por meio de osmose ou inchamento do
sistema. Em fungdo desses mecanismos, os sistemas podem ser classificados em: sistemas
controlados por difusdo, sistemas controlados quimicamente, sistemas osmoticamente
controlados e sistemas controlados por expansdo e contracdo (RATNER, 1996; SIMO;
CIFUENTES; GALLARDO, 2003).

Uma outra abordagem na investigacdo do mecanismo de liberacdo de farmacos é a
compreensdo da cinética de liberagdo. Sendo este um aspecto critico do processo e, portanto,
deve ocorrer de maneira precisamente controlada a fim de que o farmaco desempenhe sua
atividade bioldgica. As mais comumente usadas, devido a simplicidade de aplicacéo, séo as de
modelo de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Ritger-Peppas ou de Krosmeyer. S&o
modelos que, devido & complexidade dos sistemas de liberacdo, tém sido desenvolvidos com a

finalidade de descrever a liberacdo do farmaco em funcéo de alguns parametros relacionados
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com a sua formulacéo farmacéutica (o tipo de farmaco, sua forma polimorfica, a cristalinidade,
tamanho de particula, solubilidade e quantidade incorporada). Entretanto, para a maior parte
dos sistemas de liberacdo controlada de farmacos descritos na literatura, 0 mecanismo de
liberacdo da droga pode ser modelado baseado nas expressdes simplificadas de Higuchi.
(RITGER; PEPPAS, 1987; Ll etal., 2004; CHIME; ONUNKWO; ONYISHI, 2013; RIBEIRO;
ESTESO, 2018).

O modelo de Higuchi descreve o mecanismo de liberagdo dos farmacos como um
processo de difusdo baseado na lei de Fick. A difusdo de Fick é o processo pelo qual o farmaco
é dissolvido antes de atravessar a membrana, sendo um fenémeno que néo necessita de energia,
é de primeira ordem, ou seja, atinge o equilibrio quando as concentracfes se tornam iguais de
um lado e de outro da membrana e quando a velocidade de passagem € proporcional a
quantidade que permanece por absorver; a liberagcdo ocorre devido a diferenca de concentracéo
entre matriz e meio de dissolucdo. E é representado segundo a equacdo abaixo (equacdo 1),
onde M¢M., ¢ a fragdo de farmaco liberado em um tempo t e K corresponde a constante de
velocidade de liberacdo (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; CHIAPPETTA et al., 2006).

M,
— — Ktl/?
M

oo

Dessa forma, o estudo da viabilidade de novos carreadores que possam modificar a
liberacdo de farmacos e o desenvolvimento de cinéticas de liberacdo € fundamental, pois ira
fornecer se realmente o sistema estudado apresenta capacidade ou ndo de modificar esse perfil
(DASH et al., 2010). Alguns dos carreadores estudados afim de modular a taxa de liberacdo de
medicamentos sdo: lipossomas, micelas, emulsdes, sistemas poliméricos e uso de particulas
inorgénicas. Essa UGltima mostra-se promissora, tanto isolada quanto combinada. As
nanoparticulas inorganicas também sdo interessantes para aplicacdo como carregadores de
drogas, citando as nanoparticulas de ouro, nanotubos de carbono, silica funcionalizada,

hidroxidos duplos lamelares, quantum dots, dentre outras (CUNHA et al., 2010).

A estabilidade quimica dos carregadores inorganicos possibilita maior tempo de
armazenamento do farmaco, possibilidade de desenvolver sistemas de liberacdo controlada e
sistemas alvo-especifico, alem de sensores para diagnostico. O uso da nanotecnologia encontra-
se, assim, entre as estratégias mais promissoras para as limitagcdes das terapias convencionais,

devido as suas caracteristicas Unicas podendo ser usadas estrategicamente como veiculos
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transportadores de farmacos (CUNHA et al., 2010; PELGRIFT; FRIEDMAN, 2013; GUPTA,;
LANDIS; ROTELLO, 2016).

2.1.1 Hidroxidos Duplos Lamelares

Os hidréxidos duplos lamelares (HDL), também chamados argilas aniénicas, constituem
grande familia de solidos lamelares que possuem formulacdo genérica do tipo [M*21xM*3
(OH)2]*" (A™) wm.nH20, onde M*™ e M* representam cations metélicos tri e divalentes,
respectivamente, passiveis de ocuparem sitios octaédricos (Figura 2); e A™ representa um anion
de compensacéo e X representando a razdo molar (M*3/ (M*2 + M*®)) (RIVES; DEL ARCO;
MARTIN, 2013). Nesses compostos, o cation trivalente substitui isomorficamente um cétion
divalente da estrutura do hidroxido, criando cargas residuais que sdo compensadas com a
intercalacdo de anions hidratados (SUAREZ; MOZO; OYAMA, 2004).

Figura 2.Representacdo esquematica da estrutura do HDL.
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Fonte: PONTES-NETO, 2016.

A substituicdo dos cations das lamelas é bastante flexivel, podendo-se fazer uso de
cations de metais como: Zn, Co, Cu, Ni, Mg, Fe (divalentes) e Cr, Co, Fe, Al, Mn, Ga,
lantanideos (trivalentes). Entretanto, a variagdo na composicao depende da natureza dos cations
e das razbes molares M?*/M3* (X na férmula geral) bem como do tipo de &nion intercalado. A
razdo molar entre os cations pode variar em uma ampla faixa de 0,14 < x < 0,5. Essa razdo
determina a densidade de carga da lamela do HDL, influenciando diretamente nas propriedades
do material como na cristalinidade e na capacidade de troca idnica (CREPALDI; VALIM, 1998;
MISHRA; DASH; PANDEY, 2018). Geralmente, o aumento desta razdo diminui a
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cristalinidade do material. Para valores fora deste intervalo sdo obtidos hidroxidos metalicos
individuais ou sais dos metais envolvidos (GOH; LIM; DONG, 2008).

A mesma flexibilidade se aplica ao anion presente no espaco interlamelar, com objetivo
de balancear a carga positiva das lamelas, podendo ser substituido por diversos anions como:
COs%, CI, NOs, ou polioxametalatos, biomoléculas, farmacos ou até DNA (CREPALDI;
VALIM, 1998; NEWMAN; JONES, 1998; LIANG et al.,, 2013; RIVES; DEL ARCO;
MARTIN, 2014). Esta possibilidade de variacdo na composic¢do do HDL proporciona a grande
gama de materiais para as mais diferentes aplicacdes. A magnitude dos espacamentos basais
(d) e a estabilidade da estrutura lamelar sdo influenciadas pela geometria, tamanho, carga e
orientacdo do anion intercalado. A Tabela 1 apresenta os espacamentos basais tipicos para
estruturas do tipo MgAI-(A™)-HDL com diferentes anions intercalados, determinados pelo
renomado pesquisador na area de HDLs, Myata, em 1983 (MIYATA, 1983).

Tabela 1.Valores de espagamentos basais tipicos para estruturas do tipo MgAl- (An-)-HDL.

Anion Espacamento basal (d)/ A
OH" 7,55
COs> 7,65
F 7,66
Ccr 7,86
Br 7,95
I 8,16
NOs 8,79

Entretanto, os anions podem ser facilmente trocados devido a forma desorganizada e a
liberdade de movimentacao que ions e moléculas tém nos espacamentos interlamelares. Quanto
mais fraca a interacdo do &nion com a lamela do HDL, maior serd a facilidade de troca i6nica.
A sequéncia de interacdo dos anions inorganicos pode ser assim representada em ordem
decrescente de estabilizacdo da estrutura lamelar: COs* / OH / F/ CI"/ SO4% [/ Br / NOs /I
(MIYATA, 1983; BAIKOUSI et al., 2013).
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Uma grande variedade de combinacfes e de proporcao de cations metélicos divalentes
e trivalentes bem como métodos de sintese tem sido estudada para a obtencdo de HDL. Os
métodos para a sintese podem ser divididos em duas categorias: métodos de sintese direta e
métodos de sintese indireta. Nos metodos diretos estdo os de coprecipitacdo (ou sal- base),
método sal-Oxido, método hidrotérmico, hidrolise induzida, sol-gel e sintese eletroquimica. Os
métodos indiretos empregam normalmente a troca iénica com ataque &cido ou a troca i6nica
com reconstrucdo do precursor calcinado (CREPALDI; VALIM, 1998; VACCARI, 1998;
CUNHA et al., 2010; BENICIO et al., 2015; QU et al., 2016; MISHRA; DASH; PANDEY,
2018).

A metodologia mais comumente utilizada é a coprecipitacdo, nas quais as reagdes
geralmente usam um sal soltvel dos cétions desejados (por exemplo, MgCl .6H20; Mg (NOs)a.
6H-0; AICI3. 6H20 ou Al (NOz)2. 9H20) para obtencdo de uma solucéo de metal misto, o qual
é preparado com a mesma relacdo de cations conforme desejado no produto final. A
coprecipitacdo pode ocorrer a pH constante ou varidvel, onde o primeiro apresenta algumas
vantagens como maior homogeneidade, melhor pureza de fase e melhor cristalinidade sobre o
método que utiliza pH variavel (THEISS; AYOKO; FROST, 2016). Para a sintese a pH
constante, uma solucdo dos sais dos cations € gotejada lentamente em uma solucéo do anion a
ser intercalado com a adigé@o simultanea de uma solucdo alcalina que aumente o pH, levando a
precipitacdo do HDL (SILVA et al., 2020).

Por apresentar uma rota simples e de baixo custo, diversos estudos tém sido dirigidos
para a utilizacdo dos HDL, destacam-se aplicacGes ambientais, em catalise, na agricultura,
retardantes de chamas, estabilizantes térmicos, aplicacdes bioldgicas e medicinais. Na area da
salde, o uso dos hidroxidos duplos lamelares sdo amplamente explorados devido a boa
biocompatibilidade, promocdo da solubilidade de farmacos pouco soluveis, estabilidade
térmica e eficiéncia como antiacidos (CUNHA et al., 2010; WANG; OHARE, 2012;
KUTHATI; KANKALA; LEE, 2015).

O fator importante nos HDLs € a possibilidade de liberar os agentes ativos de maneira
constante no local de destino. Tal efeito é possivel devido a sua capacidade de melhorar a
solubilidade dos farmacos sem modificar a estrutura quimica, consequentemente sua atividade
farmacologica. Além, do perfil de liberagéo caracteristico do HDL, que ocorre em duas etapas,

inicialmente rapida, seguida por uma liberagdo mais lenta e continua, geralmente relacionada a
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troca anidnica com anions do meio (PERIOLI; PAGANO, 2012; ROJAS et al., 2012; PERIOLLI;
MUTASCIO; PAGANO, 2013; LIU et al., 2014; MISHRA; DASH; PANDEY, 2018).

Essas propriedades permitem que o HDL seja um dos materiais inorganicos apontado
COmMO pPromissor para uso como suporte para 0 armazenamento e a liberacdo sustentada da
substancia intercalada (CUNHA et al., 2010).

2.1.2 Pontos Quanticos de Carbono

Atualmente, grande interesse tem surgido em nanomateriais de carbono devido as suas
propriedades unicas. Pode-se dizer que a descoberta dos fulerenos em 1985 por Kroto, Smalley
e Curl (KROTO et al., 1985), dos nanotubos de carbono por lijima em 1991 (IIJIMA, 1991),
juntamente com a descoberta dos grafenos em 2004 por Geim e Konstantin (NOVOSELOQOV et
al., 2004), abriram uma nova fronteira na quimica e na fisica do carbono. Esses nanomateriais
de carbono tém sido considerados um tdpico de interesse nas pesquisas atuais. Mais
recentemente, uma nova classe de nanomateriais de carbono foi descoberta, os chamados pontos
quénticos de carbono. De forma acidental, foram obtidos pela primeira vez em 2004 durante o
processo de purificacdo de nanotubos de carbono de parede unica por eletroforese (HERBST;
MACEDO; ROCCO, 2004; MIRTCHEV et al., 2012; BARUAH et al., 2013).

Comparado com nanocristais inorganicos, os pontos quanticos de carbono (CQDs, do
inglés “carbon quantum dots”), constituem uma nova classe de materiais de carbono
fluorescentes apresentando diametro inferior a 10 nm (TUERHONG; XU; YIN, 2017). Esses
materiais apresentam diversos grupos funcionais em sua superficie (Figura 3), tais como,
amino, carbonila, hidroxila e epdxi que garantem elevada solubilidade em &gua e facilidade

para funcionalizacdo com moléculas ou espécies bioldgicas (CUTRIM et al., 2021).

Quanto a obtencédo dos pontos quéanticos de carbono, diversos métodos sintéticos podem
ser empregados, podem ser subdivididos em dois grupos, top-down e bottom-up, que diferem
na estratégia de sintese e também nos precursores utilizados. Nos métodos top-down, os CQDs
sdo preparados a partir de precursores de carbono maiores, tais como diamante, grafite,
nanotubos de carbono e 6xido de grafite. Ja nas abordagens bottom-up os CQDs sdo sintetizados
a partir de precursores moleculares, como &cido citrico, glicose e resina, que podem
adicionalmente, ser purificados por meio de centrifugacéo, dialise, eletroforese, ou outra técnica
de separagdo (MACHADO et al., 2015).
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Devido a fécil sintese, possibilidade de funcionaliza¢do (HU et al., 2017; WANG et al.,
2018), estabilidade fotoluminescente (HUANG et al., 2014b) e biocompatibilidade (LIAO;
CHENG; ZHOU, 2016), os CQDs tém sido bastante estudados. Associando essas propriedades,
0s CQDs podem ser aplicados em diversas areas, como fotocatalise (LI et al., 2010),

nanomedicina (PENG et al., 2017) e como sensores de pesticidas (LIN et al., 2018).

Figura 3.Representacdo esquematica, composicao quimica do nucleo e da &rea superficial de
um ponto quantico de carbono.
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Fonte: PARK et al., 2016.

Entretanto, a fotoluminescéncia € uma das principais caracteristicas que tornam esse
material interessante. Na biomedicina, por exemplo, ela permite 0 monitoramento do sistema
de liberacdo por meio de bioimagem, sendo possivel acompanhar as interacdes do
nanocarreador com o sistema biologico. Esse processo acontece pelo fato deles possuirem uma
banda de valéncia preenchida por elétrons e uma banda de conducéo vazia, que estdo separadas

por uma lacuna de energia denominada band gap (ZHENG et al., 2015).

De modo geral, as propriedades Oticas dos CQDs estdo diretamente ligadas ao
confinamento quéntico desses elétrons na banda de valéncia e da sua transicéo para a banda de
conducéo. A energia (EQ) necesséria para que ocorra a transi¢cao de uma banda para a outra esta
relacionada com o tamanho das nanoparticulas e consequentemente com as cores emitidas. Por
este motivo, o tamanho da particula constitui um dos aspectos mais estudados, uma vez que
esse controle permite alteragdes nas propriedades quimicas e eletrénicas desses materiais
(SAMIR et al., 2012).
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2.2 5-Fluorouracil

O 5-Fluorouracil foi sintetizado na década de 1950 e € um composto organico aromatico
heterociclico com uma estrutura semelhante a das moléculas de pirimidina de DNA e RNA
(MIRANDA et al., 2019; ZHANG et al., 2008); trata-se de um analogo de uracila com um
atomo de fluor na posicdo C-5, em vez de hidrogénio (KUMAR et al., 2010). Além disso, o
farmaco € uma substancia solida, fornecido na forma de cristais, estavel a temperatura ambiente,
branco com moderada solubilidade em agua (12,2 mg/mL). Sua férmula molecular é
C4H3FN20- e sua estrutura molecular esté representada na Figura 4. Seu espectro de UV-Vis
apresenta uma banda caracteristica de uma transicdo m-m*, com absorcdo em 266 nm e
fluorescéncia em 391 nm quando excitada em 315 nm (BAYOMI; AL-BADR, 1990).

Figura 4.Estrutura quimica do 5-Fluorouracil

O

NH

LA

N O
H

Fonte: LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003.

Devido a sua estrutura, o 5-FU interfere com o metabolismo de nucleotideo e pode ser
incorporada no RNA e DNA (THOMAS et al., 2015), levando a morte celular e citotoxicidade
(ZHANG et al., 2008; UDOFOT et al., 2015). Sua acdo antineoplésica se baseia principalmente
em seus trés metabdlitos secundarios que causam danos as células em nivel gendmico,
culminando em morte celular. Dentre esses metabolitos destaca-se o Fluorodeoxiuridina
monofosfato (FAUMP), que se liga a enzima timidilato sintase (TS), causando um desequilibrio
no pool de nucleotideos, que por sua vez diminui a concentracdo de desoxinucleotideos (dTTP
e dATP), 25 nucleotideos estes essenciais para o reparo do DNA. O Fluorodeoxiuridina
trifosfato (FAUTP), por sua vez se liga ao DNA inibindo a sua replicagdo e transcricéo, e,
finalmente o 5 fluorouridina trifosfato (FUTP) que é capaz de se ligar ao RNA levando-o a
perda de funcdo (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; SONIS, 2004b; MIURA et al.,
2010).
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O 5-FU esta na lista de farmacos essenciais designada pela Organizagcdo Mundial da
Saude, sendo muito utilizado nos tratamentos de diversos tipos de cancer, como por exemplo:
cancer de estbmago, mama, cérebro, figado, pancreas, pulméo e colorretal, mas, apesar da
versatilidade, o 5-FU apresenta algumas limitacfes. A incompleta e ndo uniforme absorc¢éo
devido a rapida metabolizacdo do 5-FU pela dihidropirimidine dehidrogenase, estudos
revelaram que a enzima desativa cerca de 80% do farmaco, exigindo altas doses do
quimioterapico para que a concentracdo terapéutica seja atingida. (MOLET-MARTINO;
JOLIMAITRE; MARTINO,2002). Por fazer parte de um tratamento, 0s pacientes necessitam
de administragdo sitematica do 5-FU, potencializando as reagdes adversas do quimioterapico,
sendo apresentado inicialmente sintomas como anorexia e nausea, seguidas por estomatite e
diarréia. Efeitos mucocutaneos como estomatites podem ocorrer, demonstrando sinais iniciais
de toxicidade severa (SKEEL; LACHANT, 1995).

Ocasionalmente pode ocorrer hiperpigmentacdo da pele, maos, e veias usadas para
infusdo do farmaco, onde a exposicdo ao sol pode agravar as reacdes cutaneas (SKEEL;
LACHANT, 1995). Alteracdes das mucosas ocorrem em todo o trato gastrointestinal e podem
levar a diarréia fulminante, choque e morte, principalmente em pacientes que estdo recebendo
infusdes continuas de 5-FU. Outras reagdes que podem ocorrer sdo trombocitopenia, anemia,
perda de cabelos (alopecia), alteracBes ungueais, dermatite, pigmentacdo aumentada e atrofia
da pele podem ser observadas. Além disso, manifestacdes neuroldgicas, incluindo uma
sindrome cerebelar aguda e mielopatia foram relatados apds administracdo intratecal
(GENNARO, 1987; GILMAN, 1996). Assim, devido a esses fatores, torna-se indispensavel a
busca por alternativas terapéuticas que visem diminuir ou amenizar os efeitos colaterais

resultante do tratamento quimioterapico com 5-FU. (MENDES, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Preparar e caracterizar sistema hibrido composto por pontos quénticos de carbono,

hidréxido duplo lamelar e 5-Florouracil, que apresente capacidade de transporte e liberagdo do

quimioterapico.

3.2 Objetivos especificos

Sintetizar o hidréxido duplo lamelar a base de Magnésio/Aluminio;

Intercalar o farmaco 5-Fluorouracil no hidréxido duplo lamelar formando o composto
HDL-5FU;

Conjugar 0s pontos quanticos de carbono ao composto de intercalagio HDL-5FU
formando o composto CQDs@HDL-5FU;

Caracterizar o sistema CQDs@HDL-5FU e seus compostos isolados por meio de
instrumentacdo analitica e fisico-quimica adequada;

Avaliar e quantificar in vitro a eficiéncia de encapsulacdo e taxa de liberacdo do agente
quimioterapico a partir das formulag6es terapéuticas a base de CQD@HDL-5FU.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Os materiais empregados na realizacdo deste trabalho foram: &gua destilada, agua
deionizada obtida pelo sistema Direct-Q®, Merck Millipore (condutividade < 0,18 puS cm™),
membrana de dialise (MWCO= 2kDA) adquirida da Sigma-Aldrich, pH-metro da Hanna
Instruments modelo HI-2002, centrifuga Sigma 2-16P, agitador magnético Fisotam modelo

752A. A lista abaixo reune os reagentes utilizados para o desenvolvimento deste trabalho.

Acetonitrila — Merck (HPLC);

Acido acético — Isofar (>99,7%);

Acido cloridrico — Cinética (36,5%):

Cloreto de aluminio hexahidratado — Cinética (>95%);
Cloreto de magnésio hexahidratado — Dindmica (>99%);
Cloreto de potassio — Isofar (>99%);

Cloreto de sddio — Dinamica (>99%);
Dihidrogenofosfato de potéassio — Merck (>99%);
5-Fluorouracil- Sigma — Aldrich (>99%);
Hidrogenofosfato de sodio — Merck (>99%);
Hidroxido de sodio — Merck (>99%).

V V V V V V V V V VYV V

4.2 Métodos
4.2.1 Sintese do Hidréxido duplo lamelar

A sintese do HDL ocorreu pelo método de coprecitpitacdo (Figura 5), seguindo o
descrito na literatura e proposto por SHAFIEI e seus colaboradores (2013). Uma solucéo dos
sais MgCl».6 H20 e AICl3.6 H2O em uma proporcao 2:1 Mg/Al foi gotejada lentamente em 150
mL de &gua destilada e previamente descarbonatada com gas nitrogénio por 15 minutos. Este
processo foi realizado sob agitacdo constante, pH do meio reacional entre 9,5 e 10,0 ajustado
mediante gotejamento de uma solugdo de NaOH na concentragdo 1 mol. L™ e sob atmosfera de
nitrogénio. Apos o termino do gotejamento, a suspensdo foi mantida em agitacdo por 20 horas.
Passado o tempo de crescimento dos cristais, a suspensao foi centrifugacéo por 20 minutos em
12000 rpm e lavado duas vezes com agua destilada e descarbonatada. E posteriormente, seco
em estufa a 50°C por duas horas. Depois de seco, o solido foi macerado e reservado em

dessecador.
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4.2.2 Sintese do sistema HDL-5FU

A sintese do sistema seguiu a metodologia proposta por SILVA et al., (2020), por meio
do processo de troca idnica. Uma solugédo de 5-Fluorouracil (5-FU) na concentracdo de 0,08
mol. L-! foi preparada em 100 mL de &gua destilada que ap6s a completa solubilizagio teve o
pH ajustado para 10,0, com uma solucio de NaOH na concentragdo 1 mol. L. Essa solugéo foi
descarbonata com gés nitrogénio por 15 minutos. Apds a descarbonatacdo, o HDL no estado
fresh (sem secagem) foi adicionada a solucdo. A suspensdo foi mantida em agitacdo por 20
horas. O precipitado foi centrifugagdo por 20 minutos em 12000 rpm e lavado duas vezes com
agua destilada e descarbonatada. E posteriormente, seco em estufa a 50°C por duas horas.

Depois de seco, o sdlido foi macerado e reservado em dessecador.

4.2.3 Sintese do sistema CQD@HDL-5FU

A obtengédo do material CQD@HDL-5FU deu-se em duas etapas:

i) Obtencdo dos pontos quanticos de carbono: Para a preparacdo dos CQDs, seguiu-
se a metodologia reportada por CUTRIM et al. (2021), onde 1g (5,2 mM) de acido citricoe 2 g
(33,3 mM) de ureia foram solubilizados em 10 mL de dimetilformamida, com o auxilio do
banho ultrassénico durante 30 minutos. Apds a solubilizacéo, a mistura foi transferida para um
reator de teflon, com capacidade de 15 mL, sendo este sistema hermeticamente fechado,
alocado em uma estufa e mantido a uma temperatura de 160°C por um periodo de 6 horas.
Decorrido o tempo de reacdo, o reator foi resfriado até atingir a temperatura ambiente e, em
seguida, ao seu contetdo foram adicionados 20 mL de uma solucédo de hidroxido de sodio 50
g.Lt (1,25 mol.LY). Apds homogeneizagdo, a mistura foi centrifugada a 15000 rpm por 30
minutos, sendo o sobrenadante descartado e o sélido resultante lavado 2 vezes com agua
deionizada nas mesmas condi¢des supracitadas. Por fim, o sélido resultante das lavagens foi
disperso com um pequeno volume de &gua deionizada, congelado, liofilizado por um periodo

de 72 horas e condicionado em um dessecador até posterior utilizagao.

ii) Conjugacéao do CQD no sistema HDL-5FU: A juncdo do CDQs preparados na etapa
anterior e o material HDL-5FU para formacdo do sistema CQD@HDL-5FU deu-se pelo
processo de mistura mecanica. Para isso, em um almofariz, 0,2 g do hibrido HDL-5FU foram
macerados juntos a 4,8 mg de CQD até a obtencdo de um sistema homogéneo. Em seguida,
adicionaram-se 100 mL de agua destilada. O sélido foi isolado por filtracdo usando papel filtro
qualitativo, e posteriormente, seco em estufa a 50°C por duas horas. Depois de seco, o sélido

foi macerado e reservado em dessecador.



27

Figura 5.Representacdo esquematica para sintese do HDL pelo método de coprecipitacao.
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Fonte: Autor, 2022.

4.3 Caracterizacoes
4.3.1 Quantificacdo de farmaco intercalado
4.3.1.1 Sistema HDL-5FU

Para determinar a quantidade de farmaco intercalado ao HDL, uma curva de calibracdo
para o 5-FU foi construida (ver Apéndice A, Figura 1A) e as medidas de quantificacdo foram
realizadas utilizando um espectrofotdmetro Phox UV-12, no comprimento de onda de 266 nm.
A fim de se obter a solubilizacdo maxima das amostras, o preparo das mesmas foi realizado
usando uma solucdo de &cido cloridrico 1 mol. L, seguido de agitagdo por quatro horas. A

porcentagem de farmaco intercalado foi calculada usando a equacéo 1, abaixo:

massa de farmaco no hibrido (m =
% farmaco incorporado = mas];a de hibrido (mg) (mg) x 100 Equacao 1

4.3.1.2 Sistema CQD@HDL-5FU

Para determinar a quantidade de farmaco intercalado ao HDL, uma curva de calibragdo

para o 5-FU foi construida (ver Apéndice A, Figura 2A) e as medidas de quantificacdo foram
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realizadas em um cromatdgrafo Shimadzu, modelo LC20AT, sistema HPLC em coluna C18
(Kinetex da Phenomenex, 50mm x 2,10 mm). Foram seguidos 0s seguintes parametros de
analise: fase movel de 1% de acetonitrila em agua deionizada, taxa de fluxo de 0,5 mL.min?,
injecdo de 20uL, temperatura da coluna foi mantida a 25° C constantes e 5-FU foi detectado
por absor¢do de UV a 266 nm. O preparo das amostras foi realizado com uma solugéo de &cido
cloridrico 1 mol. L%, seguido de agitacdo por quatro horas. Apés agitacdo, uma aliquota de 1
mL da mistura foi diluida em 1 mL de solucdo de acetronitrila 1%. A porcentagem de farmaco

intercalado foi calculada usando a equacao 1.

4.3.2 Quantificacdo de CQD

A porcentagem de CQD adsorvida no hibrido foi determinada analisando-se a
quantidade de CQD na &gua da lavagem apds o processo de filtragdo do material CQD@HDL-
5FU. Esse valor foi medido utilizando um espectrofotdbmetro Phox UV-12, no comprimento de
onda de 523 nm. Uma curva de calibracéo foi construida anteriormente (ver Apéndice B, Figura
1B). A porcentagem de CQD carreada ao hibrido foi calculada usando a equagéo 2, como segue

abaixo:

massa inicial (mg) — massa final (m x
% CQD incorporado = (mg) — f (ng) x 100 Equacéo 2
massa de hibrido (mg)

4.3.3 Difragéo de Raios- X

As analises de difracdo de raios-X foram realizadas em um difratdbmetro D8 Advance,
da Bruker, equipado com tubo de raios-X de Cu (A = 1,5418 A), utilizando uma corrente de 40
mA e tensdo de 40 kV. Os dados foram coletados na faixa de 5 a 70° (26), com passos de 0,05
com tempo de aquisicdo de 0,3 passos por segundo. Os espacamentos interplanares foram
calculados pela equacdo de Bragg (equacéo 3) e os parametros de rede a e c pela equacéo 4 e

5, como segue abaixo respectivamente:
A= 2dsen6 Equacéo 3
a= 2d110 Equacéo 4

c= 3doo3 Equacdo 5
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Onde,

A = comprimento de onda dos raios X incidentes; d= espacamento basal para o pico dooi; 20 =

valor do pico obtido no difratograma.

4.3.4 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho foram registrados por um espectrémetro Shimadzu,
modelo IR-Prestige-2, empregando a faixa de trabalho de 4000 a 400 cm™, nGmero de

varreduras igual a 40 e resolucéo de 2 cm™,

4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV foram obtidas na Central de Analises Quimicas Instrumentais
do Instituto de Quimica de Séo Carlos (CAQI/IQSC/USP) em um equipamento ZEISS LEO
440 (Cambridge, England) com detector OXFORD (model 7060), operando com feixe de
elétrons de 15kV, corrente de 2,82A e | probe de 200pA. As amostras foram recobertas com
6nm de ouro em um metalizador Coating System BAL-TEC MED 020 (BAL-TEC,
Liechtenstein) e mantidas em dessecador até 0 momento de analise. Condic¢des de metalizacéo:

pressdo na cAmara = 2,00x1072 mbar; corrente = 60 mA,; taxa de deposicéo 0,60 nm/s.

4.3.6 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

As analises de Energia Dispersiva (EDS) foram realizadas na Central de Anéalises
Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de Séo Carlos (CAQI/IQSC/USP) em um
equipamento EDX LINK ANALYTICAL, (Isis System Series 300), com detetor de SiLi
Pentafet, janela ultrafina ATW Il (Atmosphere Thin Window), de resolugdo de 133 eV a 5,9
keV e area de 10 mm? quadrado, acoplado a um Microscopio Eletronico ZEISS LEO 440
(Cambridge, England). Utilizou-se padrdo de Co para calibracdo, feixe de elétrons de 20 kV,
distancia focal de 25 mm, dead time de 30 %, corrente de 2,82 A e | probe de 2,5 nA. A area

da amostra analisada foi de 320 x 320 um.

4.3.7 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em um equipamento Shimadzu, modelo DSC — 60,
sendo todas as anélises realizadas em cadinho de aluminio e sob 0s seguintes parametros: razao
de aquecimento 10 °C/min, temperatura inicial ambiente e final de 550°C e atmosfera dinamica

de nitrogénio com arraste de 100mL/min.
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4.4 Ensaios de Liberacdo Controlada

Para obtencdo dos perfis de liberacdo do 5-FU pelos hibridos HDL-5FU e CQD@HDL-
5FU, 5 mg dos hibridos foram adicionados em 10 mL de meio de liberacéo e dialisados por
membrana de dialise contra 300 mL de tampéo acetato (pH 5,0) ou fosfato salino (pH 7,4). O
sistema foi mantido em agitacdo constante a 37°C + 1 e sob abrigo de luz. Aliquotas de 3,0 mL
foram retiradas nos tempos de 0,5, 1, 2, 4, 8, 24 e 48 horas, e lidas por espectrofotometro UV-
Vis em 266 nm, sendo devolvidas ao meio ap6s anélise. A concentragdo de 5-FU liberada foi
calculada utilizando-se curvas de calibracdo previamente obtida em cada tampé&o utilizado (ver
Apéndice A, Figuras 3A e 4A). O tampdo acetato (pH 5,0) e fosfato salino (pH 7,4) utilizados
nesse experimento, tiveram como funcdo mimetizar o ambiente fisiolégico do organismo
humano e o microambiente tumoral, respectivamente. As solu¢bes foram preparadas da

seguinte forma:

Tampao acetato (pH 5,0): Em 800,0 mL de agua destilada foram adicionados 5,7 mL
de CH3COOH (1) que teve pH ajustado em 5,0 com solucdo de NaOH 1,0 mol. L-1. Apds o
ajuste, o volume foi completado com agua destilada até 1,0 L.

Tampao fosfato (pH 7,4): Em 800,0 mL de d4gua destilada foram adicionados 8,0 g de
NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44g de Na2HPO4 e 0,24g de KH2PO4. Essa solucdo teve o pH ajustado
em 7,4 com solucéo de HCI 1,0 mol. L. Apds o ajuste, o volume foi completado com agua
destilada até 1,0 L.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Sintese do CQD@HDL-5FU

Para a sintese dos CQDs, empregou-se a metodologia apresentada por CUTRIM et al.
(2021), utilizando-se o tratamento solvotérmico, onde o &cido citrico é utilizado como fonte de
carbono e a ureia como agente de dopamento. Como pode ser observado na Figura 6, apds o
processo de purificacdo e liofilizacdo (Figura 6 a), e maceracdo (Figura 6 b), o material
resultante apresentou cor verde escuro, que em solucdo, exibiu coloragdo roxa (Figura 6 c).

Figura 6.CQD apds processo de (a) purificacdo e liofilizagéo; (b) maceracao e (c) CQD em
solucéo.

(a) (b) (©

O hibrido CQD@HDL-5FU foi sintetizado pelo método de mistura mecanica, onde 0s
pontos de carbono sdo macerados juntos com o hibrido HDL-5FU. Essa metodologia foi
adotada por ser considerada a mais eficiente frente a outros métodos empregados (ver Apéndice
C e D, Figura 1C elD). Inicialmente, o material HDL-5FU que possui cor branca (Figura 7 a),
ao misturar-se com 0s CQDs de cor verde escuro, resultou em uma a mistura fisica de coloracéo
roxa acinzentada (Figura 7b). No entanto, ao final do processo de lavagem e secagem, o material
adquiriu uma coloracao roxa (Figura 7c), indicando a formagéo de um novo material contendo

pontos quanticos de carbono.
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Figura 7. (a) HDL-5FU; (b) resultado do processo de mistura mecanica entre CQD e HDL-
5FU e (c) CQD@HDL-5FU apos processo de lavagem e secagem.

()

Para investigar a presenca do CQD no hibrido CQD@HDL-5FU, foram preparadas
solugdes de CQD@HDL-5FU e comparadas com aquelas de CQD e HDL-5FU empregando
uma solucdo de acido cloridrico 1 mol. L. Apds o preparo, as solugdes obtidas foram excitadas
por radiacdo UV a 365 nm, como apresentado na Figura 8. A solucdo aquosa dos CQDs quando
excitada apresentou uma intensa fotoluminescéncia na regido do amarelo (Figura 8a),

apontando a formacdo de CQDs com niveis altos de grupos oxigenados na superficie.

Vale ressaltar que, o mecanismo de fotoluminescéncia dos CQDs ainda néo ¢ totalmente
elucidado na comunidade cientifica, porém, ha alguns indicios que sua origem pode estar
relacionada aos seus defeitos e estados de superficie, ao efeito de confinamento quéantico, e a
recombinacdo de pares de elétron-buraco (dominios isolados de clusters sp? incorporados na
matriz sp3). De qualquer forma, a fotoluminescéncia dos pontos quanticos de carbono deve ser
atribuida seja a um efeito de combinacéo ou de competicdo entre a emissao do estado intrinseco
e a emisséo do estado de defeito (NGUYEN et al., 2015; GAO et al., 2017; YANG et al., 2018).

Para o hibrido HDL-5FU, nenhuma emissao foi observada, como mostra a Figura 8b.
Entretanto, ap6s adicdo de CQD no sistema HDL-5FU, nota-se o aparecimento de
fotoluminescéncia na regido do amarelo, quando excitado, corroborando assim, a presenca de
CQD no hibrido CQD@HDL-5FU (Figura 8c).
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Figura 8.Solucdes aquosas excitadas por radiacdo UV (365 nm): (a) CQD; (b)HDL-5FU e (c)
CQD@HDL-5FU.

(a) (b)

O espectro de absorcao na regido do UV-Vis para 5-FU, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU,
foram comparados na Figura 9. O espectro do HDL-5FU, exibe uma Gnica banda com méaximo
em 266 nm, ndo demonstrando nenhuma diferenca significativa ao ser comparado com o
espectro de absorcdo do 5-FU. Esse resultado semelhante pode sugerir a intercalacédo efetiva do

5-FU nas interlamelas do HDL, chegando-se ao material pretendido.

Ja para 0 CQD@HDL-5FU, além de apresentar a banda referente ao 5-FU em 266 nm,
é possivel evidenciar o surgimento de uma nova banda de baixa intensidade em torno de 550
nm, indicando a presenca de pontos quanticos de carbono no material hibrido conjugado. Ainda
que a eficiéncia de incorporagdo de CQD no material CQD@HDL-5FU, determinada pela
técnica de espectroscopia, foi de 78,7 % com relacdo a massa inicial de CQD empregada, este
valor é bastante pequeno quando comparado a relacdo de massa total do sistema final
conjugado, correspondendo a apenas 1,90 % de CQD no sistema CQD@HDL-5FU. Ressalta-
se que diferentes concentragdes em massa de CQD foram empregadas no estudo, partindo-se
de 2,4 a 4,8 mg, ndo obstante, foi encontrado uma quantidade muito proxima de CQD
incorporado, indicando uma possivel saturacdo da superficie do material HDL-5FU no sistema
CQD@HDL-5FU.
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De acordo com a literatura, quando anions organicos sao intercalados, os valores de area
superficial tendem a diminuir pela possibilidade de adsorcdo destes ions na superficie,
preenchendo os poros de menor didametro, causando uma rapida saturacdo da superficie do
solido lamelar (MITTAL, 2021).

Figura 9.Espectros de absor¢édo na regido do UV-Vis para 5-FU, HDL-5FU e COD@HDL-

SFU.
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5.2 Caracterizacdo do material CQD@HDL-5FU

Os padrdes de difracdo para as amostras de CQD, HDL, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU
sdo apresentados na Figura 10. O difractograma do CQD mostra reflexdes atribuidas ao carbono
amorfo em torno de 26,50° (doo2= 0,34 nm) e 10,60° (doo1= 1,78 nm), caracterizadas pelas
bandas largas nos nanopontos de carbono (CUTRIM et al., 2021). Para o HDL, é possivel
observar reflexdes caracteristicas dos planos basais dos HDL do tipo hidrotalcita, para os planos
(003), (006), (012), (015), (018), (110) e (113), conforme verificado na ficha do banco de dados
JCPDS 14-0191 (BABAR et al., 2018; YAN et al., 2019). Neste difractograma, a reflexéo (003)
refere-se ao somatorio da espessura da lamela e do espagcamento interlamelar. Esse espacamento
basal foi calculado usando a equacdo de Bragg (equacédo 3) e apresentou valor dooz = 0,77 nm,
0 que esta de acordo com a literatura para a presenca de anions cloreto proveniente dos sais de
magnésio e aluminio como compensadores de carga da lamela do HDL (MIYATA, 1983,
SILVA; MANGRICH; WYPYCH, 2014).
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Figura 10.Difratogramas de raios- X do 5-FU, CQD, HDL, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU.
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O material hibrido HDL-5FU apresentou padrdo de difracdo semelhante ao do HDL
precursor, sendo observadas reflexdes caracteristicas do sélido inorgénico, o que evidencia que
através do método de sintese por troca i6nica, onde os ions cloretos sao trocados pelo 5-FU na
forma anidnica, ndo provoca destrui¢do na estrutura do HDL. Contudo, observa-se uma clara
diminuicdo na cristalinidade do hibrido, tendo seus picos mais largos e menos intensos,
sugerindo que o farmaco provocou um desarranjo nas lamelas do HDL (SILVA, 2020). Além
disso, o difratograma para o hibrido HDL-5FU apresenta um pequeno deslocamento da reflexdo
003 do HDL para menores valores de 26, o que indica a intercalacdo do farmaco, apresentando-
se em aproximadamente 10,50°, resultando em um novo valor de espagamento basal de dooz=
0,85 nm. Adicionalmente, um pico adicional em torno de 13,13° (d= 0,68 nm) é evidenciado, e
segundo estudos de refinamento estrutural pelo método de Ritivield realizados em amostra
analoga (SILVA et al., 2020 — ver Tabela 1E, Apéndice E), este novo sinal pode ser atribuido
a uma nova fase de intercalacdo do farmaco em sua fase desprotonada, desde que duas espécies

sdo esperadas para este farmaco (5-FU" e 5-FU?).
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De forma semelhante, o hibrido CDQ@HDL-5FU apresentou padrdo de difracdo de
raios -X correspondente ao precursor HDL-5FU, exibindo, também, espacamento basal (003)
em torno de 10,50° (doos= 0,85 nm) correspondente a intercalacdo do 5-FU no HDL. Este
resultado é esperado, visto que a relacdo em massa (mg) do CQD no HDL é muito pequena,
causando um claro efeito de diluicdo do material carbonaceo no sistema CDQ@HDL-5FU.
Dessa forma, observa-se que a pequena quantidade de carbono e sua intensidade de difracdo
relativamente baixa favoreceu a ndo observacéo de reflexdes adicionais de CQD no material
CDQ@HDL-5FU.

QuantificacBes determinadas por anélises de espectrofometria UV-vis e cromatografia,
revelam gue a quantidade de farmaco intercalado no HDL-5FU representa cerca de 21,5 % em
massa de 5-FU no hibrido, enquanto no material CQD@HDL-5FU esse valor corresponde a
apenas 15,2 % de farmaco. Este resultado € o indicativo que, ainda que nenhuma reflexao
referente ao 5-FU em sua forma livre é exibida no padréo de difracdo do material HDL-5FU
(Figura 10), ha moléculas do farmaco adsorvidas na superficie do sélido lamelar, onde a sua
liberacdo, provavelmente, foi promovida durante as etapas de maceracdo/lavagem realizadas na
sintese do material CDQ@HDL-5FU. O espectro de absorcdo na regido do UV-Vis da dgua da
lavagem ap6s o processo de filtracdo do material conjugado CQD@HDL-5FU é apresentado

na Figura 11, e indica a perda de aproximadamente 6,3% de farmaco ao final da sintese.

Figura 11. Espectro de absor¢do na regido do UV-vis da agua da lavagem do CQD.
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Considerando-se que uma lamela de HDL possui 0,48 nm de espessura, e que o valor o

espacamento basal para o material CQD@HDL-5FU pelos dados de DRX é de 0,85 nm, ¢
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calculado um valor de incremento basal de 0,37 nm para o sistema conjugado, valor este
idéntico ao encontrado para o HDL-5FU. Por outro lado, tendo em conta que o farmaco possui
dimens@es de 0,3 nm x 0,53 nm x 0,49 nm (WANG et al., 2005), é possivel sugerir que as
moléculas do 5-FU se encontram em orientacao espacial planar, formando uma monocamada
em relagdo as lamelas do sélido inorgéanico, enquanto que os CQDs se encontram adsorvidos
na superficie externa do material, tal como representado na Figura 12. Estudos prévios sobre a
intercalacdo do 5-FU em HDL pelo método troca ionica, divulgaram valores anélogos de
incremento basal relatados no presente estudo (WANG et al., 2005; YASUTAKE et al., 2008;
Ll etal., 2014; SILVA et al., 2020), e por consequente, uma representacdo espacial do farmaco
na regido intercristalina do sélido lamelar semelhante.

Figura 12. Representacdo esquematica das estruturas do (b) HDL, (c) HDL-5FU e (d)
CQD@HDL-5FU.
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Fonte: Autor, 2022.

O parametro de rede “c”, que corresponde a espessura da lamela do tipo brucita e a
distancia interlamelar, foi alcancado utilizando-se o espagcamento basal do pico de maior ordem
possivel (doos), que foi devidamente multiplicado pelo indice da reflex&o basal usado (simetria
3R, equagio 3), obtendo valores de 23,10 A para o HDL, e de 25,50 A para ambos HDL-5FU
e CQD@HDL-5FU. De mesmo modo, o parametro de rede “a”, que corresponde a distancia
entre os cations M?* e M3 nas lamelas, foi obtido a partir da reflexdo (110) (equacio 2),
encontrado valor de 3,40 A. Na tabela 2, é apresentada a comparagio entre as distancias
interplanares e angulos 20 para o HDL, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU.
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Tabela 2.Distancias interplanares e angulos 26° do HDL, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU.

HDL HDL-5FU CQD@HDL-5FU
hkl 20° d (nm) 20° d (nm) 20° d (nm)
003 11,56 0,77 10,50° 0,85 10,50° 0,85
006 23,28 0,39 23,59° 0,38 23,52° 0,38
012 34,80 0,27 34,76° 0,27 34,81° 0,27
015 39,29 0,24 39,08° 0,24 39,08° 0,24
018 46,73 0,21 46,49° 0,21 46,41° 0,21
110 60,82 0,17 60,95° 0,17 61,02° 0,17
113 62,10 0,17 62,17° 0,17 62,03° 0,17

A fim de compreender possiveis interagdes no material conjugado, 0s espectros de
infravermelho para o CQD, 5-FU, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU foram comparados na Figura
13. O espectro do CQD exibe uma banda de absor¢do ampla em 3048 cm, atribuida a vibragao
de estiramento da ligacdo O-H presente na superficie do material. As bandas em 2970 e 2802
cm™ ! sdo atribuidas ao estiramento da ligagdo C-H, que podem surgir devido ao metil ou grupos
metileno associados com os hidrocarbonetos alifaticos (RAJENDER; GIRI, 2016). Por
absorverem em regides proximas no espectro, se observa em 1658 e 1598 cm™ uma
sobreposicdo caracteristica das vibragfes de estiramento das ligacdes C=0 e C=C,
respectivamente (PAIVA et al., 2010). Outra banda correspondente a grupos oxigenados pode
ser observada em torno de 1381 cm, que pode ser atribuido as vibragdes de estiramento do
carboxilato (COO") (LU et al., 2012; ZHOU et al., 2012). Em 1350 cm™ observa-se a vibragéo
de estiramento da ligacdo C-N, o que corresponde ao dopamento de nitrogénio durante o
processo de sinteses dos CQDs (MING et al., 2012; XU et al., 2017; CUTRIM et al., 2021).
Além disso, as bandas de absor¢do em 1223 e 1191 cm™, correspondem ao estiramento da
ligacdo C — O, de modo que assegura a presenca do grupo carboxila no material (ZAMAN et
al., 2021). O perfil espectroscépico dos CQDs apresentou bandas de absor¢do condizentes a
uma estrutura aromatica dopados com nitrogénio, com diversos grupos funcionais em sua

superficie (Figura 14a).



39

No espectro do 5-Fluorouracil livre, é possivel evidenciar bandas em 3134 e 3068 cm™?,
as quais sdo atribuidas a vibracdo de estiramento das ligacbes N1-H e C6-H, enquanto que,
bandas associadas a deformacdes fora do plano das ligacdes C6-H e N3-H sdo observadas em
994 e 943 cm’?, respectivamente (JUBEEN et al., 2020). Em 1776, 1724 e 1660 cm™, nota-se a
sobreposicao das bandas que podem ser assignadas & vibragdo de estiramento para 0s grupos
carbonila (C2=0 e C4=0) e da ligagdo C6=C5, respectivamente. (DOBROWOLSKI, et al.,
2005). Por fim, as bandas em 1246, 1223 e 1180 cm sdo correspondentes ao modo de vibragio
de estiramento das ligacdes C-N, C-F e C-O, respectivamente (DATT et al., 2013; YADAYV;
SINGH; MEHROTRA, 2012). De forma geral, o espectro de absor¢do para o farmaco é
condizente com as ligagGes quimicas presentes em sua estrutura (Figura 14b).

Figura 13.Espectros de infravermelho do CQD, 5-FU, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU.
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No que se refere ao composto de intercalagdo HDL-5FU, observa-se bandas
caracteristicas que evidenciam a nédo alteracdo da estrutura do HDL durante o processo de
intercalagio do 5-FU no espagco interlamelar, tal como as bandas de absorgio em 3448 cm™,
que € atribuida a vibragédo de estiramento da ligacdo O-H das hidroxilas presentes nas lamelas
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do HDL, e aquelas na regido de baixa frequéncia, em 667 e 553 cm™ as quais s&o correpondentes
a vibracéo da rede de M — O (metal-oxigénio) e M — O — M (metal-oxigénio-metal) (M= Mg,
Al) na matriz inorganica (WANG et al., 2005). Além de apresentar bandas de absorcdo tipica
para HDLs preparados a partir dos ions magnésio e aluminio, em 447 cm™ (SENAPATI et al.,
2016; XU; BRATERMAN, 2010). Em destaque, é possivel evidenciar bandas tipicas do 5-FU
no composto de intercalagdo, tal como em 1276, 1244 e 1167 cm-1. No entanto, essas bandas
apresentam deslocamentos no espectro do hibrido para nimeros de onda mais positivos em
aproximadamente 30 e 21 cm™, o que sugere que esses grupos (C-N (1276 cm™) e C-F (1244
cm™)) estejam envolvidos em interaces entre farmaco e lamelas no HDL. Além disso, observa-
se 0 surgimento de novas bandas em 1480 e 1361 cm™, que podem ser atribuidas a vibragdo do
composto de pirimidina multisubstituida (Figura 14c), composto analogo a fluoropirimidina
(classificacdo pertencente ao 5-FU) (WANG et al., 2005).

Figura 14.Representacdo esquematica (a) estrutura externa do CQD dopado com nitrogénio,
(b) molécula do 5-Fluorouracil e (c) molécula da Pirimidina multisubstituida.
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Ao comparar em detalhe o espectro do CQD@HDL-5FU com 0s dos seus percursos
(CQD e HDL-5FU), observa-se um perfil semelhante ao HDL-5FU, entretanto com sutis
caracteristicas do espectro de absor¢cdo do CQD. As bandas referentes as vibragGes de
estiramento das ligagdes C=0 (1658 cm™) e C=C (1598 cm™) do CQD s&o observadas no
espectro do CQD@HDL-5FU (Figura 15), o que pode indicar a presenca de pontos quanticos
de carbono no hibrido. Entretanto, vale ressaltar que tais ligacdes absorvem em numeros de
onda préximos, tanto o 5-FU quanto o CQD. Além disso, € possivel observar um deslocamento
importante de aproximadamente 22 cm, onde a banda de 3448 cm™ atribuida a vibragéo de

estiramento da ligagdo O-H no composto HDL-5FU é deslocada para 3470 cm™ no composto
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conjugado CQD@HDL-5FU. Tal deslocamento no espectro do CQD@HDL-5FU pode sugerir
interacbes entre as hidroxilas proveniente do composto de intercalagdo HDL-5FU e os
diferentes grupos oxigenados na superficie CQD causando um incremento no estabelecimento
de ligacBes mediante pontes de hidrogénio. Nota-se também, o surgimento de novas bandas em
1008 e 945 cm, que podem ser atribuidas a deformag@es fora do plano das ligagdes C6-H e
N3-H, respectivamente, pertencente ao farmaco.

Figura 15.Comparacéo dos espectros do CQD@HDL-5FU e HDL-5FU.
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As morfologias do CQD, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU foram investigadas por
microscopia eletronica de varredura, como mostrado na Figura 16. O CQD puro (Figura 16a e
a.1) exibiu particulas semelhantes a folhas finas, apresentando particulas de tamanhos e formas
heterogéneas. O material hibrido HDL-5FU (Figura 16b e b.1) apresenta uma morfologia tipica
de compostos de intercalacdo a base de HDL, mostrando aglomerados que s&o formados por
uma microsestrutura de rede porosa que consiste em nanoplacas de HDL ultrafinas empilhadas
com tamanhos e formas variados, caracteristico de composto do tipo hidrotalcita. O sistema

CQD@HDL-5FU (Figura 16c e c.1) revela uma morfologia semelhante ao sistema HDL-5FU,
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onde aglomerados com superficie homogénea é observada, indicando que a mistura fisica de
CQD e HDL-5FU nédo provoca grandes modificacbes na morfologia do composto de
intercalacdo do HDL. Entretanto, ndo foi possivel observar a presenca de CQD no sistema, uma
vez que se trata de um material que possui tamanho médio de 5 nm (CUTRIM et al., 2021),
sendo esses 20 vezes menor comparado aos hidréxidos duplos lamelares, necessitando assim,

para visualizacdo, estudos através de microscopia eletrénica de transmissdo (MET).

Figura 16.Imagens de MEV do (ae a.1) CQD, (b e b.1) HDL-5FU e (c e c.1) CQD@HFL-
5FU.
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Além disso, a composicdo quimica dos materiais HDL-5FU e CQD@HDL-5FU
também foram investigadas por anélises de energia dispersa, conforme apresentado na Figura
17. Os espectros de EDS para 0 HDL-5FU, confirmam a presenca dos elementos Mg, Al e O
no hibrido, apontando a formac&o de hidroxidos duplo lamelar com proporcéo de 1,6:1 (Mg/Al),
adotando um valor préximo ao que foi preestabelecido para os cétions metalicos (2:1). Esse
resultado indica que houve uma distribuicéo regular dos cations Mg?*Al** nas lamelas do HDL
sintetizado. Ao comprar os espectros do CQD@HDL-5FU com o do seu precursor HDL-5FU,
observa-se que nao héa diferenca de proporgdes, sendo também adotada razédo de 1,6:1 (Mg/Al),

mostrando que a adi¢cdo de CQD no hibrido ndo afeta a razao molar dos cations metalicos.

A partir dos dados da quantidade de 5-FU presentes nos hibridos, da proporcdo molar
dos cétions metalicos Mg?”Al** e adotando valores idealizados para a quantidade de agua
interlamelar, foi possivel determinar a férmula minima para os compostos HDL-5FU e
CQD@HDL-5FU. Adotando a formula geral, [M?* 1.« M3*x (OH)2]**A™ym nH20, onde: M?*
representa um cation metalico divalente; M>* representa um cation metalico trivalente; A™
representa um anion intercalado com carga m-, e x representa a razdo M(111)/(M(I1) + M (I11)),
chegou-se a formula calculada de [Mgoe2 Alo3s(OH)2]5-FUo3s 1H>O para o HDL-5FU, e
[Mgo,62 Alo,38(OH)2]5-FUo,20 1,4H,0 para o sistema CQD@HDL-5FU.

Figura 17.Espectros de EDS para (a) HDL-5FU e (b) CQOD@HDL-5FU.
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Com o objetivo de avaliar o comportamento térmico das amostras, analise empregando
DSC foi realizada para o 5-FU, CQD, HDL, HDL-5FU e CQD@HDL-5FU, as quais séo
ilustrados na Figura 18. A curva de DSC do 5-FU (Figura 18a) exibiu um pico intenso em
292,3°C que esta associado ao ponto de fusdo do farmaco (SING et al., 2009). Além disso,

outros eventos endotérmicos foram observados em 332,8 e 363,2°C, que podem ser atribuidos
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a decomposic¢do térmica do farmaco (TAN et al., 2017). Para a curva do CQD (Figura 18b), um
unico evento exotérmico foi observado em torno de 511,6°C, o qual pode ser atribuido a
decomposicdo de grupos funcionais presentes na superficie dos pontos quanticos, tais como,
hidroxilas, carbonilas e ions carboxilatos (CUTRIM et al., 2021). A curva de DSC do HDL
(Figura 18c) apresenta um perfil tipico de decomposicéao térmica da hidrotalcita, sendo exibidos
em dois eventos endotérmicos: i) o primeiro em 131,1 e 234,5 °C, os quais correspondem a
perda de agua adsorvida e interlamelar, respectivamente; ii) ja o segundo pico endotérmico em
407,6°C é relacionado a decomposicéo dos grupos hidroxilas, pertencentes as lamelas do HDL,
e dos ions cloretos (CAVANI; TRIFIRO; VACCARI, 1991; XIAO et al., 2018).

Em relacdo ao hibrido HDL-5FU (Figura 18d), observa-se uma decomposicao térmica
semelhante ao HDL precursor, apresentando perda de dgua adsorvida e intercalada no hibrido
em 70,4 e 195,7°C. Em seguida, nota-se um pico endotérmico em 452,1°C, que esta associado
a decomposicao dos grupos hidroxilas e dos anions de 5-FU intercalados. Entretanto, € valido
destacar que no HDL-5FU, esta decomposi¢do ocorre em torno de 44,5°C acima comparada ao
HDL precursor, denotando que a intercalacdo do farmaco no HDL garantiu maior estabilidade

térmica ao material.

No que se refere ao CQD@HDL-5FU (Figura 18e), também nota-se comportamento
térmico semelhante ao hibrido HDL-5FU. Neste caso, é observado dois eventos endotérmicos
caracteristicos em 89,2 e 212,2 °C, sendo correspondentes a perda de agua adsorvida e
intercalada no hibrido, respectivamente. Observa-se que a presenca de CQDs no material
conjugado causa um atraso na liberacdo de agua intercalada em torno de 16,5 °C, em
comparagdo ao composto de intercalacdo HDL-5FU. Por outro lado, a presenca de espécies
carbondceas na superficie do HDL-5FU parece diminuir a temperatura associada a
decomposi¢do dos grupos hidroxilas e dos éanions de 5-FU intercalados no composto
CQD@HDL-5FU em torno de 20 °C. Essa diminuicdo na temperatura pode estar associada

com uma decomposicao parcial dos grupos funcionais presentes nos CQDs, tal como hidroxilas.
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Figura 18.Curvas de DSC do (a) 5-FU, (b) CQD, (c) HDL, (d) HDL-5FU e () COD@HDL-
5FU realizadas em atmosfera de nitrogénio.
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5.3 Ensaios previos de Liberacido Controlada do quimioterapico 5-FU

Ensaios previos de liberacdo de 5-FU para o sistema conjugado CQD@HDL-5FU, foi

realizado em tampéo acetato (pH 5,0) e fosfato salino (pH 7,4), que tiveram como funcéo

mimetizar o microambiente tumoral e ambiente fisiolégico do organismo humano,

respectivamente. Os dados obtidos comparados aos dados obtidos para 5-FU livre e intercalado
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no HDL-5FU realizados nas mesmas condi¢des sdo mostrados na Figura 19. O perfil de
liberacdo do farmaco puro, apresentou uma liberacdo rapida nos primeiros momentos de ensaios
em ambos o0s meios estudados, apresentando mais de 60% de liberacdo durante as 2 horas de
ensaio em tampdo acetato. Essa liberacdo torna-se mais acentuada em tampdo fosfato,
representado mais de 70% de farmaco liberado em 2 horas de ensaio, prosseguindo a liberacéo
de mais de 90% de 5-FU em até 48 horas. Esses resultados indicam que o farmaco no estado

puro ndo apresenta liberacdo controlada, nem seletividade ao meio de liberacéo.

Entretanto, ao comparar com o hibrido HDL-5FU, nota-se uma liberagdo mais lenta e
seletiva, tendo liberacdo de mais de 60% de farmaco em até 8 horas em fosfato, seguida por
uma liberacdo sustentada por mais de 48 horas de ensaio. Por outro lado, em tampéo acetato,
segue uma taxa de liberacdo relativamente mais rapida do que o fosfato, apresentando mais de
60% de liberacdo do farmaco em 4 horas de ensaio e seguindo liberacdo total por mais de 48
horas. Este efeito é devido a solubiliza¢do das lamelas do HDL em meio acido, causando uma

liberacdo mais rapida do agente antineoplasico localizado na regido interlamelar.

Um padrao de liberacdo semelhante ao HDL-5FU também é observado no CQD@HDL-
5FU. Neste caso, é exibido um perfil de liberacdo mais retardada em tampao fosfato, seguido
por uma liberacdo mais acentuada em meio acetato, no qual a liberacdo do farmaco em ambos
0s meios ocorre por mais de 48 horas de ensaio. Os resultados mostraram que para 0
CQD@HDL-5FU em tampdo fosfato, a liberacdo de 30% do farmaco ocorre em 8 horas de
ensaio, enquanto que para o tampdo acetato esse tempo cai para 2 horas de ensaio. Esses
resultados para os hibridos HDL-5FU e CQD@HDL-5FU, sugerem que 0 mecanismo de
liberacdo do 5-FU intercalado no HDL sdo um efeito de mistura, decorrente de troca iénicas
entre os ions intercalados e os anions fosfato presente no meio, provocando menor taxa de
liberacdo e pela dissolugédo das lamelas em acetato, promovida pela sensibilidade dos HDLs em

meio, acentuado maior liberacéo.

Em suma, esse comportamento é favoravel para a liberacdo em um sistema in vivo, pois
retarda a liberacdo do 5-FU quando transportado pela corrente sanguinea (pH 7,4), enquanto
que, uma liberagdo mais acentuada do farmaco é alcangada quando o hibrido atinge o
microambiente tumoral, ou seja, o sitio alvo especifico na célula cancerigena (pH 5,0),
produzindo uma maior eficacia nas terapias que empregam o 5-FU como agente antineoplasico
(SILVA et al., 2020).
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Figura 19.Perfil de liberacdo in vitro do 5-FU puro e intercalado nos hibridos HDL-5FU e

CQD@HDL-5FU em tampdo acetato (a) e tampao fosfato (b) e em detalhe, o perfil de
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6 CONCLUSAO

Os resultados reportados ao longo deste trabalho demonstraram que o material hibrido
composto por hidroxidos duplos lamelares intercalados com 5-Florouracil e conjugados por

pontos quanticos de carbono, foi alcangado com sucesso.

As caracterizagdes iniciais demonstraram que a solu¢do de CQD@HDL-5FU quando
excitada com radiacdo UV (365 nm) apresenta fotoluminescéncia na regido do amarelo, o que
ndo € observado na solucdo excitada dos HDL-5FU, apontando assim, a presenca de CQD no
sistema CQD@HDL-5FU. A presenca do CQD também foi confirmada a partir da comparagéo
dos espectros de absorcdo na regido do UV-Vis dos materiais, com o surgimento da banda
referente ao CQD quando esse é adicionado ao composto HDL-5FU.

Os dados de difracdo de raios- X do material CDQ@HDL-5FU mostraram padrdo
correspondente ao precursor HDL-5FU, exibindo também o espacamento basal (003) em torno
de 10,50° (doos= 0,85 nm), além de apresentar um aumento de intensidade no hibrido apos
adicdo de CQD no sistema, indicando que o tamanho das particulas do hibrido tornou-se menor

e mais fino.

Os espectros de FTIR sugeriram que a conjugacao dos CQDs com o material HDL-5FU
se da por meio de interacbes envolvendo pontes de hidrogénio entre grupos oxigenados
localizados na superficie do CQD e grupos hidroxila do HDL-5FU. Por outro lado, a
decomposicdo térmica do farmaco intercalado ao hibrido concedeu maior estabilidade ao 5-FU,
ao ser comparado com o farmaco puro, entretanto, ao comparar o hibrido CQD@HDL-5FU
com o seu precursor HDL-5FU, nota-se a diminui¢do da temperatura associada a decomposicédo
dos grupos hidroxilas e dos anions de 5-FU intercalados no composto, podendo estar associada
com uma decomposicao parcial dos grupos hidroxilas presentes nos CQDs .Imagens de MEV
demonstrou que a mistura fisica de CQD e HDL-5FU ndo provocou grandes mudancas na

morfologia, apresentando-se similar ao composto HDL-5FU.

Os ensaios de liberacdo controlada mostraram que o farmaco liberado pelo sistema
CQD@HDL-5FU denota maior seletividade de liberagéo para o 5-FU. Apresentando liberacdo
lenta e sustentada na corrente sanguinea e mais acentuada no ambiente tumoral, produzindo

assim, maior eficacia nas terapias que empregam o 5-FU.
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Apéndice A- Curva de calibracao do 5-Fluorouracil.
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Figura 1A. Curva de calibracio do 5-Fluorouracil em &cido cloridrico 1 mol. L.
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Figura 2A. Curva de calibracdo do 5-Fluorouracil em acetronitrila a 1% em agua deionizada.
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Figura 3A. Curva de calibragcdo do 5-Fluorouracil em tampao fosfato salino (pH 7,4).
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Figura 4A. Curva de calibragdo do 5-Fluorouracil em tampéo acetato (pH 5,0).
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Apéndice B- Curva de calibracdo do CQD.

Figura 1B. Curva de calibracdo do CQD em agua destilada.
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Apéndice C- Sintese do hibrido CQD@HDL-5FU pelo método de troca idnica.

Para a sintese do hibrido pelo método de troca idnica, uma solucdo dos sais MgCl».6
H>0 e AICI3.6 H20 em uma proporcao 2:1 Mg/Al foi gotejada lentamente em 150 ml de agua
destilada e previamente descarbonatada com gas nitrogénio por 15 min. Este processo foi
realizado sob agitacdo constante, pH do meio reacional entre 9,5 e 10,0 ajustado mediante
gotejamento de uma solugdo de NaOH 1 mol. L™ e sob atmosfera de nitrogénio. Apos o termino
do gotejamento, a suspenséo foi mantida em agitacdo por 20 h. Passado o tempo de crescimento
dos cristais, a suspensao foi centrifugacdo por 20 min. em 12000 rpm e lavado duas vezes com
agua destilada e descarbonatada. Posteriormente, uma solucdo contento 0,012g de CQD e
0,7326g de 5-Fluorouracil (5-FU) foi preparada em 100 mL de &gua destilada que apos a
completa solubilizagcdo teve o pH ajustado para 10,0 com uma solu¢cdo de NaOH na
concentragdo 1 mol. L. Essa solucéo foi descarbonata com gas nitrogénio por 15 min. Apos a
descarbonatacdo, a suspensdo no estado fresh (sem secagem) foi adicionada a solucdo. A
suspensdo foi mantida em agitacdo por 20 h. O precipitado foi centrifugacdo por 20 min em
12000 rpm e lavado duas vezes com agua destilada e descarbonatada. E posteriormente, seco
em estufa a 50°C por duas horas. Depois de seco, o sélido foi macerado e reservado em

dessecador.

Figura 1C. Difratograma de raio- X do CQD@HDL-5FU, HDL e CQD para 0 método

de troca ibnica.
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Apéndice D- Sintese do hibrido CQD@HDL-5FU pelo método de reconstrucéo.

Para a sintese do hibrido pelo método de reconstrucéo, uma solucéo dos sais MgCl».6
H>0 e AICI3.6 H.O em uma proporcéo 2:1 Mg/Al foi gotejada lentamente em uma solugéo de
Na,COs 0,13 mol. L. Este processo foi realizado sob agitagdo constante e pH do meio
reacional entre 9,5 e 10,0, ajustado mediante gotejamento de uma solu¢cdo de NaOH na
concentracgdo 1 mol. L. Ap6s o termino do gotejamento, a suspensio foi mantida em agitacéo
por 20h. Passado o tempo de crescimento dos cristais, a suspensao foi centrifugacao por 20 min
em 12000 rpm e lavado duas vezes com agua destilada. E posteriormente, seco em estufa a
50°C por duas horas. Depois de seco, o sélido foi macerado e calcinado a 500°C por 4h. Ap6s
a calcinacao, o solido contido no cadinho, em temperatura ambiente, foi acrescentado em 100
mL de uma solucdo contendo 0,73 g de 5-FU e 0,01 g de CQD, preparada em agua destilada
que apos a solubilizacdo teve o pH ajustado para 10,0. Anteriormente, essa solucdo foi
descarbonatada por 15 min com nitrogénio gasoso. A suspensdo foi mantida sob agitacéo por
22 h. O precipitado foi centrifugado, lavado com &gua destilada e descarbonatada, seco em

estufa a 60°C e estocado.

Figura 1D. Difratograma de raio- X do CQD@HDL-5FU, HDL e CQD para o método

de reconstrucéo.
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Apéndice E —Refinamento estrutural pelo método de Ritivield
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Tabela 1E. Parametros de rede, tamanhos de cristalito, microlinhagens médias e

concentragOes de fase das amostras de LDH e 5-FU-LDH obtidas a partir do refinamento de

Rietveld.
LDH 5-FU-LDH
5-FU Disturbed 5-FU
intercalated?® LDH intercalated®

a (nm) 0.3048(1) 0.3042(5) 0.3045(2) 0.2997(7)

¢ (nm) 2.2942(3) 2.495(4) 2.275(2) 1.992(5)
D1 (nm) 166(2) 75(5) 83(2) 44(2)
Dy (nm) 13.2(3) 8.9(6) 11.3(9) 4.7(3)
mean strain 0.077 0.147 0.148 0.344

Concentrations

- 17(2) 54(1) 29(1)

(%)

Referring to phase with reflection at 26 = 10.73°.

bReferring to phase with reflection at 20 = 13.25°.

Fonte: SILVA et al., 2020.
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