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RESUMO

A doenca de Chagas, de acordo com a OMS, ¢ considerada uma doenca negligenciada e com
altos indices de morbidade e mortalidade. O tnico farmaco disponivel para o tratamento ¢ o
benznidazol (BNZ), com efeito terapéutico evidente na fase aguda, mas ineficaz na fase cronica.
As demandas para melhorar a eficdcia deste farmaco envolve o desenvolvimento de novos
sistemas de liberagdo, tendo a producdo de nanossistemas. Nesse contexto, o presente trabalho
propoe o desenvolvimento de uma matriz polimérica para a producao de nanoparticulas visando
o carreamento do BNZ. A goma de cajueiro (GC) foi selecionada como matriz por possuir
estrutura versatil. Ela foi modificada com o anidrido ftalico utilizando um reator de micro-ondas
(MW). Foram obtidos trés derivados de goma do cajueiro ftalada (GCF) e as caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas foram investigadas por FTIR, GPC, analise elementar, RMN 'H,
grau de substitui¢do, TG, DRX e solubilidade em fluido géstrico simulado (FGS) e agua. O
derivado GCF 1 foi utilizado como matriz para a obten¢do de nanoparticulas. Para otimizacao
das propriedades do sistema, foi aplicado o desenho experimental de Plackett-Burman (DPB),
no qual oito formulagdes foram produzidas com posterior avaliagdo das influéncias dos fatores
como: quantidade de polimero, quantidade de farmaco, volume de fase aquosa e volume de
solvente. Para esta triagem, as nanoparticulas foram caracterizadas por DLS, potencial zeta,
eficiéncia de encapsulagdo (EE) e drug loading (DL). Desta forma, foi observado que o tamanho
de particula, PDI, EE e DL, sofreram influéncia estatisticamente significante. O potencial zeta
ndo foi influenciado por nenhum dos fatores. A formulagdo 1, apresentou boas caracteristicas,
como alta EE 51,2 £2,13%, DL de 25,6 £1,06%, tamanho de 187,9 £3,64 nm, PDI de 0,24
+0,015 e potencial zeta de -41,9 £1,97 mV, tornando-a uma boa escolha para o carreamento do
BNZ. A formulagdo foi caracterizada por andlise de FTIR, estabilidade em FGS e fluido
intestinal simulado (FIG), ambos sem enzimas, em conjunto com a morfologia por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), ensaios de cinética e liberacdo in vitro. Atividade citotoxica
foi avaliada frente a linhagem celular de macrofagos RAW 264.7 e a atividade anti-7. cruzi foi
avaliada frente a cepa Y para as formas epimastigota e tripomastigota. As nanoparticulas
apresentaram boa estabilidade no FGS, contudo para o FIS foi observado aumento no tamanho
e PDI das particulas corroborando com os dados de DLS e MEV. No estudo de liberagao in
vitro foi observado que em ambiente bdsico, as nanoparticulas tendem a liberar maior
percentual de BNZ, com adequacdo aos modelos cinéticos Peppas-Sahlin e Korsmeyer-Peppas
para os fluidos géstrico e intestinal, respectivamente. As nanoparticulas apresentaram excelente

atividade antiparasitarias contra as formas epimastigota e tripomastigota, sem, no entanto,



apresentar citotoxicidade no ensaio correspondente. Com base nisso, a goma de cajueiro ftalada
foi desenvolvida de forma eficiente apresentando-se como uma matriz biopolimérica inovadora
com propriedades promissoras para a formacgdo de nanoparticulas visando o carreamento de
BNZ. Além disso, tal sistema, se mostrou seguro e eficaz quanto ao efeito anti-7. cruzi, o que

demonstra o desenvolvimento de uma potencial plataforma terapéutica.

Palavras-chave: Goma do cajueiro; Modificacdo quimica; Nanoparticulas poliméricas; Doenca

de Chagas; Atividade anti-7. cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease, according to the WHO, is considered a neglected disease with high rates of
morbidity and mortality. The only drug available for treatment is benznidazole (BNZ), with an
evident therapeutic effect in the acute phase, but ineffective in the chronic phase. The demands
to improve the effectiveness of this drug involve the development of new delivery systems,
having the production of nanosystems. In this context, the present work proposes the
development of a polymeric matrix to produce nanoparticles aiming at carrying the BNZ.
Cashew gum (CG) was selected as a matrix because of its versatile structure. It was modified
with phthalic anhydride using a microwave reactor (MW). Three phthalate cashew gum (PCG)
derivatives were obtained, and the structural and physicochemical characteristics were
investigated by FTIR, GPC, elemental analysis, '"H NMR, degree of substitution, TG, XRD and
solubility in simulated gastric fluid (SGF) and water. The PCG 1 derivative was used as a matrix
to obtain nanoparticles. To optimize the system properties, the Plackett-Burman (DPB)
experimental design was applied, in which eight formulations were produced with subsequent
evaluation of the influences of factors such as: polymer amount, drug amount, aqueous phase
volume and volume of solvent. For this screening, the nanoparticles were characterized by DLS,
zeta potential, encapsulation efficiency (EE) and drug loading (DL). Thus, it was observed that
the particle size, PDI, EE and DL, suffered a statistically significant influence. The zeta
potential was not influenced by any of the factors. Formulation 1 had good characteristics, such
as high EE 51.2 +2.13%, DL of 25.6 £1.06%, size of 187.9 +3.64 nm, PDI of 0.24 +0.015 and
zeta potential of -41.9 £1.97 mV, making it a good choice for BNZ loading. The formulation
was characterized by FTIR analysis, stability in SGF and simulated intestinal fluid (SIF), both
without enzymes, together with scanning electron microscopy (SEM) morphology, kinetic and
in vitro release assays. Cytotoxic activity was evaluated against RAW 264.7 macrophage cell
line and anti-7. cruzi was evaluated against strain Y for epimastigote and trypomastigote forms.
The nanoparticles showed good stability in the SGF, however for the SIF an increase in the size
and PDI of the particles was observed, corroborating with the DLS and MEV data. In the in
vitro release study, it was observed that in a basic environment, nanoparticles tend to release a
higher percentage of BNZ, with adaptation to the Peppas-Sahlin and Korsmeyer-Peppas kinetic
models for gastric and intestinal fluids, respectively. The nanoparticles showed excellent
antiparasitic activity against epimastigote and trypomastigote forms, without, however,
showing cytotoxicity in the corresponding assay. Based on this, the phthalate cashew gum was

efficiently developed, presenting itself as an innovative biopolymer matrix with promising



properties for the formation of nanoparticles aimed at carrying BNZ. Furthermore, this system
proved to be safe and effective in terms of its anti-7. cruzi, which demonstrates the development

of a potential therapeutic platform.

Keywords: Cashew gum; Chemical modification; Polymeric nanoparticles; Chagas disease;

Anti-T. cruzi activity.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC) mesmo apdés cem anos do seu descobrimento ainda ¢
considerada um problema de saude publica, sendo classificada de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (OMS) como uma enfermidade negligenciada e de notificacdo compulsoéria
(DIAS et al., 2016).

Apesar de sua incidéncia ter diminuido por conta de campanhas de satde publica para
erradicacdo do vetor, a DC ¢ um importante problema em paises latino-americanos e o nimero
de infectados ainda ¢ expressivo no contexto sanitario e social, necessitando de atencdo e
prioridade nesses paises considerados endémicos (GOMEZ, GUTIERREZ e PENUELA,
2019). Devido a migracdo em grande escala de latino-americanos nas ultimas décadas, a DC
também se tornou um importante problema de satide em paises desenvolvidos, considerados
nao endémicos tais como: Australia, Canada, Japao, Espanha e Estados Unidos (MEDEI et al.,
2008; NUNES et al., 2013; ANTINORI et al., 2017).

A DC ¢ conhecida como tripanossomiase americana e apresenta os quadros clinico com
fase aguda e cronica, contudo é comum que os pacientes sofram de sintomas inespecificos ou
sejam clinicamente assintomaticos, o que promove um dos grandes desafios onde 80% das
pessoas atingidas pela doenca no mundo ndo possuem acesso ao diagnostico e tratamento, o
que ocasiona elevado impacto de morbimortalidade e o custo social da enfermidade (DIAS et
al., 2016). Para o tratamento da doenga, apenas dois farmacos estdo disponiveis o nifurtimox,
que ndo ¢ comercializado no Brasil e em alguns paises devido a sua alta toxicidade e o
benznidazol (BNZ), que ¢ produzido pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado Pernambuco
(LAFEPE) (BONATI e CONFALONIERI, 2012).

O BNZ ¢ o medicamento antiparasitario utilizado da linha de frente para tratamento da
doenca, no entanto, o seu potencial terapéutico ¢ limitado devido suas caracteristicas fisico-
quimicas, especialmente por sua baixa solubilidade, que implica numa baixa permeabilidade
ocasionando baixa atividade antiparasitaria na fase cronica. Além do que, na fase aguda ¢
necessario um tratamento com altas doses o que ocasiona diversos efeitos colaterais que levam
ao abandono da terapia (SOARES-SOBRINHO et al., 2012; SCARIM, et al., 2018; RIBEIRO
et al., 2020). Nesse contexto, surge a necessidade do desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos com o BNZ, visando superar as limitagdes fisico-quimicas e melhorar
sua permeabilidade.

Uma das tecnologias que vem sendo bastante estudada ¢ a produgdo de nanocarreadores

aplicado a area de tecnologia farmacéutica. Estes carreadores tém demonstrado efeitos
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positivos, na modulacdo da liberacdo de fArmacos e na entrega direcionada a sitios especificos
(VERMA et al., 2013).

Materiais de origem, particularmente polissacarideos, tem sido bastante empregados
como plataforma para entrega de farmacos, pois apresentam vantagens tais como,
biodegradaveis, biocompativeis, baixa toxicidade, além de oferecerem um ambiente que
promovem melhor estabilidade fisica e quimica para os fiarmacos (LIU, WILLFOR e XU,
2015). Nesse contexto, os polissacarideos provenientes de exsudatos de plantas como a goma
do cajueiro (GC), possuem uma estrutura passivel de modifica¢des quimicas (RIBEIRO et al.,
2016). Tais modificagdes proporcionam diversas alternativas do ponto de vista fisico-quimico,
tornando-o um material atrativo para futuras aplicacdes, dentre elas na area farmacéutica
(DIAS et al., 2016; SILVA et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como proposta modificar a goma do cajueiro
com anidrido ftalico sob irradia¢do de micro-ondas, ¢ assim obter novo biomaterial com carater
anfifilico e com aplicagcdes na area de tecnologia farmacéutica no desenvolvimento de

nanoparticulas poliméricas para o carreamento do farmaco antichagasico benznidazol.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver novo sistema nanoestruturado para a liberagao do farmaco benznidazol, utilizando

como matriz polimérica a goma do cajueiro modificada com anidrido ftalico.

1.1.2 Objetivos especificos

Modificar a goma do cajueiro por meio de reacdo de ftalacdo utilizando micro-ondas;

Caracterizar a goma de cajueiro ftalada pelas técnicas: espectroscopia na regido de
infravermelho (FTIR), cromatografia de permeagdo em gel (GPC), analise elementar,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H), grau de substituicdo,

analise térmica, difragdo de raio-X, solubilidade em meio aquoso;

Desenvolver nanoparticulas poliméricas utilizando como matriz a goma ftalada para a

liberagdo benznidazol, fazendo uso ferramentas de desenho experimental;

Caracterizar e avaliar a influéncia dos paramentos tais como, tamanho hidrodindmico,
potencial zeta, indice de polidispersdo, eficiéncia de encapsulagdo e drug loading, no

monitoramento de formacdo das nanoparticulas;

Avaliar a estabilidade e morfologia das nanoparticulas frente ao fluido gastrico
simulado e fluido intestinal simulando. Avaliar perfil e a cinética de liberagcdo das
nanoparticulas;

Avaliar a citotoxicidade in vitro das nanoparticulas;

Avaliar a eficacia das nanoparticulas frente aos ensaios in vifro contra as formas

epimastigota e tripomastigota do Trypanosoma cruzi.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 DOENCA DE CHAGAS: EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

A DC ¢ enfermidade considerada negligenciada, de notificagdo compulsoéria, € continua
sendo um importante problema social e de satide publica na América Latina e Central (KROPF,
AZEVEDO e FERREIRA, 2000). Em paralelo as outras doencas tropicais negligenciadas,
segundo a OMS, este tipo de enfermidade afeta populacdes com baixa visibilidade, pouca voz
politica e possui consideravel impacto na morbidade e mortalidade (WHO, 2021).

Embora a DC seja endémica da América Latina, onde afeta cerca de 5 a 7 milhdes de
pessoas, agora ¢ uma doenca de preocupacdo global principalmente devido ao movimento
migratorios e tem se tornado um importante problema de saude nos EUA, Canada, Japao e na
Europa, a maioria dos migrantes estdo concentrados na Espanha, Italia, Franca, Reino Unido e
Suica (COURA e DIAS, 2009; ARZANEGUI et al., 2013; MUNOZ-VILCHES et al., 2012;
EDWARDS etal., 2015; NAVARRO et al., 2017). No panorama de investimento para a DC no
ano de 2018 foi investido cerca de 21 milhdes de délares, esse valor foi distribuido nos
segmentos de pesquisa basica, fArmacos, vacina, diagndstico e produtos de controle ao vetor
(CHAPMAN et al., 2019).

No contexto historico a DC foi descoberta em 1907 pelo médico brasileiro Carlos
Chagas, ¢ causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909). A
transmissdo vetorial € a forma de contagio mais comum nas regides rurais da América Latina,
estima-se que esse meio de transmissdo seja responsavel por aproximadamente 80% das
infecgdes, e essa via de transmissdo ¢ intermediada por insetos vetores pertencem a subfamilia
Triatominae, que se alimenta do sangue de uma variedade de hospedeiros que varia de
mamiferos a anfibios (DIAS et al., 2016; SANTOS et al., 2020). Além da via vetorial, o 7. cruzi
pode ser transmitido por transfusdo de sangue, transplante de o6rgdos, por via congénita,
inoculacdo acidental em trabalhadores de laboratorio ou transmissdo oral pelo consumo de
alimentos ou bebidas contaminados por fezes de insetos, com surtos epidémicos ocasionais
(CORDOBA-AGUILAR, 2020; RIOS et al., 2020).

No contexto nacional e de acordo com os dados do Sistema de Informagdo de Agravos
de Notificacdo (SINAN), a transmissdo oral vem ganhando relevancia epidemiologica e ¢
considerada uma das mais importantes vias de infec¢do no Brasil. A regido Norte ¢ a mais
acometida com surtos relacionados pelo alto consumo de acai (BARBOSA et al., 2018;
SANTOS et al., 2020).

Em nivel mundial este tipo de contamina¢do também tem ocorrido € um caso grave de

contaminac¢do oral, sucedeu-se em uma escola em Caracas na Venezuela, na qual ocorreram
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103 casos de DC aguda entre criangas e adultos infectados ap6s o consumo de suco de goiaba
contaminado. Os achados clinicos observados nas pessoas infectadas foram, edema facial,
gengivite e tosse seca, provavelmente em consequéncia da penetragdo do parasita em toda a
cavidade oral, labios ou mucosa faringea. Sinais inespecificos como febre, cefaleia e mialgias,
também foram predominantemente observado (NOYA et al., 2010).

O T. cruzi apresenta um ciclo de vida bastante complexo, com vdrios estigios de
desenvolvimento no inseto € no hospedeiro mamifero (Figura 1), sendo que cada uma fornece
a0 parasita certas vantagens adaptativa (DE SOUZA e BARRIAS, 2020; CORDOBA-
AGUILAR, 2020). Na forma de transmissao vetorial, parte do ciclo vital do protozoario ocorre
no vetor triatomineo que durante o repasto sanguineo, ingere as formas tripomastigotas de um
hospedeiro mamifero infectado € uma vez no intestino médio do vetor se transformam nas
formas epimastigotas que sdo capazes de se dividir, e subsequentemente, as epimastigotas
migram para o reto para se tornarem tripomastigotas metaciclicos e sdo depositados com as
fezes do vetor durante as refeigdes de sangue subsequentes (RASSI JR, RASSI e MARIN-
NETO, 2010).

A transmissao para o novo hospedeiro ocorre a medida que os insetos se alimentam, e
defecam na pele do hospedeiro e o parasita pode entrar através da lesdo na pele, mucosa ou
conjuntiva (PEREZ-MOLINA et al., 2015). Uma vez dentro do corpo, eles sio fagocitados
pelos macréfagos no tecido celular subcutaneo no local da infec¢do. No citosol desse tecido
eles se diferenciam em amastigotas. As formas amastigotas sao capazes de se replicar por fusdao
bindria, e de se transformarem em tripomastigotas e provocar ruptura celular, na qual se
disseminam através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para encontrar novas células a
serem invadidas (SILVA-NETO et al., 2010). Embora qualquer célula de mamifero possa ser
parasitada por estes organismos, eles apresentam tropismo por as células cardiacas, esdfago e

colon (CLAYTON, 2010; STANAWAY e ROTH, 2015).
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Figura 1 — Transmissao vetorial e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Adaptado de RASSI JR, RASSI e MARIN-NETO, (2010).

2.2 MANIFESTACOES CLINICAS

A doenga de Chagas pode se manifestar em 2 fases, cada uma apresentando diferentes
sindromes clinicas.

A fase aguda dura aproximadamente de 4 a 8 semanas e ¢ frequentemente assintomatica
ou ndo reconhecida devido aos sintomas inespecificos, embora haja um alto nivel de parasitemia
detectavel microscopicamente, no entanto, esta diminui substancialmente a partir de 90 dias (
MALIK, SINGH e AMSTERDAM, 2015). A lesao inicial depende de onde o parasita entra no
corpo, e os sinais e sintomas incluem o sinal de Romafia (dificulta a abertura das palpebras e
causa secrecdo conjuntival limitada) e chagoma (um noédulo subcutineo elevado e
moderadamente doloroso) (DIAS et al., 2016). Esses sinais podem vir acompanhados por
linfonodos locais aumentados e febre que pode durar varias semanas. Outros sintomas agudos
incluem mal-estar, anorexia, hepatoesplenomegalia e linfadenopatias generalizadas (APT B et

al., 2008; ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2016). Cerca de 5% das pessoas podem apresentar
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fase aguda grave que predominantemente ocorre em criangcas com menos 5 anos de idade,
idosos e imunossuprimidos. Esta forma mais grave inclui miocardite fulminante resultando em
uma ampla gama de anormalidades eletrocardiograficas e ecocardiograficas, e até mesmo morte
secundaria a insuficiéncia cardiaca congestiva (RASSI JR, RASSI e MARIN-NETO, 2010).

Se nd3o forem tratados os sintomas da infeccdo aguda tendem se resolver
espontaneamente ao longo de meses. Quando isso acontece, o paciente entra na fase
indeterminada da DC, caracterizada por parasitemia indetectavel, pois os parasitas passam a
invadir os tecidos-alvo. Anticorpos especificos contra o 7. cruzi se desenvolvem, e a maioria
dos pacientes ndo desenvolvem sintomas ou comprometimento cardiaco ou digestivo (PEREZ-
MOLINA e MOLINA, 2018).

Aproximadamente 30 — 40% dos pacientes que estdo na fase indeterminada podem
avancar para a fase cronica, e manifestacdes especificas podem se desenvolver, ou seja, cardiaca
e digestiva (megaesdfago e megacdlon) ou cardiodigestiva, com baixos niveis de parasitemia
flutuante, essas manifestagdes geralmente pode ocorrer 10 a 30 anos apos a infecg¢do inicial
(Figura 1) (MATSUDA, MILLER ¢ EVORA, 2009).

Na cardiopatia chagasica cronica, uma miocardite de baixa intensidade, lentamente
progressiva e incessante leva ao comprometimento da fungdo contratil e a dilatacdo de todas as
quatro camaras do coracao. Os exames histologicos mostram destruicao generalizada de células
miocardicas, fibrose difusa, edema, infiltragao de células mononucleares do miocardio. A morte
stibita € a principal causa de morte em pacientes com cardiopatia chagasica, seguida por
insuficiéncia cardiaca refrataria e tromboembolismo (TANOWITZ et al., 2009; NUNES et al.,
2013; ECHAVARRIA et al., 2019; CALDAS et al., 2019).

A doenga gastrointestinal cronica ¢ causada pela destrui¢do dos ganglios autdbnomos
intramurais, que afeta predominantemente o es6fago, o célon ou ambos. No caso do esofago
leva a hipertrofia das camadas musculares e a perda progressiva da capacidade contratil, isso
resulta em dilatacdo e alongamento esofagico. Ja no cdlon resulta em disfun¢do motora e
dilatacao, causando disturbios de absor¢ao e secre¢do, se manifestando através de distensao
abdominal, constipagdo progressiva, obstru¢do intestinal e isquemia (CARVALHO,

GOLDENBERG e CARVALHO, 2017; MILLS, 2020).
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2.3 TRATAMENTO
2.3.1 Benznidazol

Os tunicos farmacos disponiveis para a DC, sao BNZ e nifurtimox (NFX), ambos
lancados no inicio da década de 1970, sdao relativamente toxicos e requerem administracao
prolongada (ANTUNES et al., 2016; URBINA, 2010). O BNZ ¢ geralmente preferido ao NFX
por causa de seu melhor perfil de tolerabilidade, penetragdo no tecido e, possivelmente, eficacia.
O NFX teve o uso descontinuado no Brasil devido aos efeitos colaterais severos (BERMUDEZ
et al., 2016).

O BNZ (Figura 2), ¢ um derivado de 2-nitroimidazol que apresenta baixa solubilidade
(SOARES-SOBRINHO et al., 2012). Diferentes mecanismos de agdo sdo atribuidos ao BNZ.
Um dos mecanismos pode ser atribuido a redu¢do do grupo nitro (—NO2) em grupo amino (—
NHb>), por meio de enzimas nitroredutoras do tipo I presentes no parasita, essa redugao promove
a formacao de espécies reativas de oxigénio e metabolitos eletrofilicos que promove o efeito
tripanocida por fazer ligagdes covalentes com moléculas que s3o vitais para o parasita. Além
disso, 0 BNZ pode aumentar a fagocitose e a lise do parasita e inibir o seu crescimento pela
acdo da enzima fumarato redutase-NADH (CAMPOS et al., 2017;SCARIM et al., 2018;
MULLER KRATZ, 2018).

Figura 2 — Estrutura do benznidazol.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o tratamento recomenda-se que 0 BNZ seja administrado por via oral durante 60
dias, com doses de 5—7 mg/kg para adultos e 10 mg/kg para criancas (BERMUDEZ et al., 2016).
Comercialmente o BNZ esta disponivel na forma de comprimidos de 100 mg para adultos e
12,5 mg para recém-nascidos e criangas até aos 2 anos de idade. Esta tltima apresentacao foi

registrada em 2011 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), resultado de uma
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parceria entre o LAFEPE e a iniciativa Medicamentos para Doengas Negligenciadas (DND1)
(DNDg, 2011).

O BNZ ¢ eficaz para infec¢des agudas, no entanto para os casos cronicos possui baixa
efetividade. A baixa solubilidade, combinada a um tratamento de altas doses por um longo
periodo de tempo, desencadeia reacdes adversas que incluem alergias na pele, supressao medula
da 6ssea, dor abdominal, dor de cabega, neuropatia periférica e insuficiéncia do figado e dos
rins (BOSQUESI et al., 2008; PONTES et al., 2010). A baixa solubilidade também afeta sua
biodisponibilidade, diminuindo sua eficacia durante a fase cronica da infec¢dao, quando os
parasitas estdo localizados principalmente nas células do musculo cardiaco, esdfago e colon
(RASSI JR, RASSI e MARIN-NETO, 2010).

Diferentes estratégias, como, complexos de inclusdo, dispersdes solidas, estruturas
organicas de metal e nanossistemas estdo sendo buscados para superar a toxicidade e melhorar
a permeabilidade do BNZ, isso porque a sua atividade em humanos nao foi superada por
nenhum outro antichagasico, a busca por novos sistemas de liberagdo seria em principio uma
decisdo acertada (SOARES-SOBRINHO et al., 2012; MORILLA ¢ ROMERO, 2015; MOURA
FERRAZ et al., 2018). A Figura 3 resume os principais sistemas de libera¢dao pesquisado para
o BNZ.

Figura 3 — Sistemas de liberacao pesquisados para o BNZ.
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Dentre os principais sistemas de libera¢do apresentados, a nanotecnologia farmacéutica
tem-se apresentado como potencial ferramenta para o tratamento dessa enfermidade, isso
porque, sdo excelentes opgdes para incorporagdo de farmacos insoliveis, bem como o seu uso
pode direcionar os agentes terapéuticos para o local da infec¢ao e assim reduzir efeitos adversos
no paciente (PRAYAG et al., 2020; SANTOS RAMOS et al., 2020; MOSQUEIRA, MAZZETI
e BAHIA et al., 2021).

2.3.2 Nanotecnologia para DC

No que diz respeito as propriedades fisico-quimicas do BNZ, a nanotecnologia oferece
estratégias inovadoras baseadas na reducdo do tamanho das particulas, para superar os
problemas de solubilidade e permeabilidade. Uso desta tecnologia pode promover melhorias
nas caracteristicas biofarmacéuticas do BNZ, incluindo solubilidade aquosa, taxa de dissolugao,
biodistribui¢do, estabilidade durante a circulagdo do hospedeiro, biodisponibilidade,
mecanismos de absor¢do, especificidade, eficacia e liberagdo modificada (MORILLA e
ROMERO, 2015; ARRUA et al., 2019; SANTOS RAMOS et al., 2020).

A baixa solubilidade aquosa dos farmacos promove resisténcia na sua dissolugao no
trato gastrointestinal (GI), resultando em baixa biodisponibilidade e baixa permeabilidade. O
uso de plataformas de entrega de fArmacos oferece uma oportunidade para melhorar eficiéncia
de liberagao dos fArmacos administrados por via oral (ISLAN et al., 2017).

O uso das nanoparticulas em geral oferecem imensos beneficios, tais como solubiliza¢do
de ativos hidrofobicos, melhoria na biodisponibilidade e prote¢do do farmaco da degradagdo
fisica, quimica ou bioldgica (CRUCHO, BARROS, 2017). Além disso, esses sistemas
permitem uma melhor interagdo entre as barreiras biologicas permitindo assim a entrega
eficiente dos agentes terapéuticos para os locais alvo (DATE, JOSHI e PATRAVALE, 2007).

Diferentes formas de nanoparticulas tem sido aplicadas nos sistemas de liberacdo de
farmacos para as mais diversas doengas negligenciadas, como por exemplo lipossomas
(VALLE et al., 2017), dendrimeros (GONZALEZ et al., 2018), nanoparticulas lipidicas solidas
(VIEIRA et al., 2018) e um grupo que vem se destacando sdo as nanoparticulas poliméricas
(CHAVES et al., 2018).

As nanoparticulas poliméricas tem atraido bastante atencao e varias técnicas podem ser
utilizadas para seu preparo, tais como como evaporacao de solvente, didlise, nanoprecipitacao
e salting-out (RAO e GECKELER, 2011). O método de evaporagdo de solvente ¢ bastante

eficiente e consiste na solubilizagdo do polimero na fase orgdnica e depois essa fase ¢



26

emulsionada na fase aquosa (podendo ou ndo usar surfactante) sob alta velocidade ou ultrassom.
A suspensao de nanoparticulas ¢ formada pela evaporagao do solvente (CHAVES et al., 2017).

Uma outra vantagem na producao das nanoparticulas ¢ que tanto polimeros sintéticos
como polimeros naturais podem ser utilizados e o uso dessas matrizes apresentam beneficios
tais com, biodegradabilidade e biocompatibilidade (CRUCHO e BARROS, 2017).

Devido a falta de novos medicamentos para as doencgas negligenciadas, a
nanobiotecnologia tem surgido como um importante avango para auxiliar o tratamento dessas
doencas. O desenvolvimento de novos nanocarreadores t€m tido efeito positivo € promissor no
tratamento de varios tipos de doencas (ISLAN et al., 2017). Como o BNZ nao ¢ o farmaco ideal
devido a sua toxicidade e baixa solubilidade em &gua, o uso da nanotecnologia tem sido
particularmente desejavel devido melhorar tais caracteristicas e assim promover melhor custo-
efetividade, sucesso da terapia da DC e melhor qualidade de vida dos pacientes (ROMERO e
MORILLA, 2010).

Natabela 1 é mostrado os principais trabalhos envolvendo nanoparticulas para liberagao

do BNZ.

Tabela 1 — Sistemas nanoestruturados para DC.

Estudo Resultados Autores
- Estudos in vitro, utilizando culturas de
A atividade de nanoparticulas  epimastigotas, demonstraram aumentos (GONZALEZ-
de polietilcianoacrilato consideraveis na atividade tripanocida das MARTIN et al.,
carregadas com alopurinol nanoparticulas carregadas com alopurinol 2000)

contra T. cruzi
- As SLN de H2bdtc reduziu efetivamente a
parasitemia em camundongos de forma mais

Foi avaliado atividade in vitro e (CARNEIRO et al.,

in vivo do H2bdtc como um
composto livre e encapsulado
em nanoparticulas lipidicas
solidas (SLN)

Eficacia das nanoparticulas
(P180) de BNZ

Produgdo nanoparticulas
catidnicas para melhorar a
atividade bioldgica do BNZ

eficiente do que o BNZ.

- Houve diminui¢ao da inflamagao e lesdes do figado
e do coracdo. A taxa de sobrevivéncia dos
camundongos infectados com T. cruzi foi de 100%.
- Inibi¢do do crescimento amastigota em midcitos
cardiacos primarios

- Todos os animais sobreviveram a infec¢ao aguda
com 15 doses de 25 ou 50 mg/kg/dia de BNZ durante
0 ensaio

- Foi usado PMMA (poli metil-metacrilato)

- Eficiéncia de encapsulagdo > 80%

- Biocompatibilidade demonstrada para células
renais normais

2014)

(SCALISE et al.,
2016)

(SANTOS-SILVA
etal., 2017)



Nanoparticulas carregadas de
acido ursdlico com poli-g-
caprolactona

Quitosana enxertada em
nanoparticulas de silica
mesoporosa para transporte de
BNZ

Avaliagdo a citotoxicidade de
nanoparticulas de carbonato de
calcio carregadas com
benznidazol

Nanoparticulas baseadas em
Eudragit® RS PO e Eudragit®
RL PO como uma abordagem

conveniente para aumentar a

taxa de dissolugao do BNZ

Eficacia antichagasica de
nanoemulsdes biocompativeis
6leo-em-agua carregadas com

BNZ

O estudo avaliou as
propriedades dos copolimeros
(PLGA e Eudragit® E PO) no
desempenho de nanoparticulas

carregadas com BNZ.

O estudo explorou a
funcionalizacdo de
nanoparticulas (PMMA) com o
acido sialico (SA) e colesterol
(Chol), carregadas com BNZ

Biossintese nanoparticulas de
prata estabilizadas com xilana
contra 7. cruzi.

- A comparagdo in vivo das nanoparticulas com
BNZ, mostrou que o BNZ foi mais efetivo na morte
do T. cruzi

- No entanto o BNZ apresentou hepatotoxicidade

- A nanoparticulas ndo causaram citotoxicidade aos
fibroblastos

- As nanoparticulas apresentaram um efeito notavel
na inibig@o do crescimento do 7. cruzi

- As nanoparticulas foram capazes de reduzir a
viabilidade das formas epimastigota, tripomastigota
e amastigota de 7. cruzi com maior poténcia quando
comparado com BZN

- O mecanismo de morte celular induzido por BZN e
as nanoparticulas foi avaliado, indicando que ambas
as substincias causaram necrose ¢ alteraram o
potencial de membrana mitocondrial

- A analise térmica revelou que diminuigdo da
cristalinidade do BNZ

- Eficiéncia de encapsulagdo das particulas foi
superior a 78%

- A cinética liberagdo segui modelo de Higuchi

- Monitoramento das interacdes de compostos
(surfactantes, oleo e co-solventes) para produzir
nanoemulsdes

- Atividade in vitro antiparasitaria revelaram que
todas as formulagdes testadas induziram uma
melhoria extraordinaria da eficacia do farmaco em
comparacdo com o farmaco puro

- As nanoparticulas de PLGA apresentaram maior
EE, no entanto,
apresentou uma taxa de liberacdo mais lenta e uma
ligeira eficacia antitumoral.

- A atividade biologica da formulagdo com EUD
apresentou melhores resultados com as linhagens de
células normais

- Todas as formulagdes exibiram um perfil de
liberagdo lento e foram estaveis por mais de 6

as NPs com EUD forneceu

semanas.
- As formulagdes foram biocompativeis em células
renais normais

- As nanoparticulas funcionalizadas com Chol
apresentou melhor efeito anticancer em células de
cancer cervical de carcinoma humano e cancer
colorretal humano

- Essa nanoparticula foi capaz de causar a morte da
cepa Y do trypanosoma 7. cruzi pelo mecanismo de
necrose,

27

(ABRIATA et al.,
2017).

(NHAVENE et al.,
2018).

(TESSAROLO et
al., 2018)

(SEREMETA et al.,
2019)

(STRECK et al.,
2019)

(SANTOS-SILVA
et al., 2019b)

(SANTOS-SILVA
et al., 2019a)

(BRITO et al.,
2020)
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- Administracdo oral de uma nanoformulacao a base
Produgio de nanoparticulasa  de clrcuma e combinada com BNZ foi capaz de (HERNANDEZ et
base de curcuma e sua eficacia  reduzir a carga parasitaria do miocardio, hipertrofia al., 2021)
isolada ou combinada com BNZ cardiaca, inflamacdo e fibrose em camundongos
infectados com 7. cruzi.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A producao de nanoparticulas aplicadas para a quimioterapia da doenga de chagas
representa uma recente abordagem para melhorar a agdo do BNZ, bem como para evitar os
efeitos colaterais indesejaveis. Além disso, o uso desta abordagem propicia a utilizagdo de
matrizes que sdo biocompativeis, biodegradaveis, proporcionam uma liberacdo controlada do
farmaco e foi demonstrado a necessidade de uma menor concentracdo de BNZ para matar 50%
das formas tripomastigotas de 7. cruzi. No entanto, algumas limitacOes para esses sistemas
precisam ser vencidas como, baixa capacidade de encapsulagdo, aglomeragdo de particulas,

precipitagdo e recristalizacdo do farmaco.
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2.4 GOMA DO CAJUEIRO: PROPRIEDADES E APLICACOES
2.4.1 Caracteristicas gerais da goma do cajueiro

A goma de cajueiro (GC) (Figura 4 A) ¢ um polissacarideo de exsudato obtido de arvore
Anacardium occidentale L., o processo de exsudagao pode ocorrer naturalmente em resposta a
agressoes microbianas (Figura 4 A), por incisdes feitas no tronco da arvore (Figura 4 B) ou por
ataque quimico, que consiste como mecanismo de prote¢ao da arvore. O exsudato se apresenta

no formato de resina, com a coloracao tendendo do amarelo claro a ambar (Figura 3) (OKOYE,

ONYEKWELI e FATOKI, 2012).

Figura 4 — Exsudato obtido do Cajueiro (A e B) e Goma do Cajueiro (C).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O Anacardium occidentale L., popularmente conhecido como cajueiro é cultivado em
muitos paises de clima tropicais e subtropicais, no Brasil € nativo na regido do nordeste e possui
cerca de 465.426 hectares plantados (KUMAR et al., 2012; LIMA, MAIA e LIMA, 2013). Nos
estudos de andlise de composi¢do da GC, foi observado que a do Brasil apresenta um maior
contetido de galactose e menor teor de arabinose do que as gomas da India, Papua e Venezuela
(ANDERSON e BELL, 1975; ANDERSON, BELL e MILLAR, 1974, DE PAULA,
HEATLEY e BUDD, 1998).

A B-D-galactose (72%) € o principal agucar presente na goma e quantidades substanciais
de a-D-glicose (14%), a-L-arabinose (4-6%), a-L-ramnose (2-3%) e B-D-acido glucurdnico (4-
5%) também estao presentes (DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998). Para acomodar uma

propor¢ao tao grande de grupos terminais, a goma apresenta estrutura altamente ramificada,
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logo ¢ conhecida como heteropolissacarideo. O fragmento estrutural da goma é mostrado na

Figura 5.
Figura 5 — Fragmento estrutural da goma do cajueiro.
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Fonte: Adaptado de RIBEIRO et al. (2016).

A analise estrutural da GC por ressonancia magnética nuclear (RMN) '3C revelou que
o polissacarideo consiste em uma cadeia principal exibindo ligagdes do tipo B-D-galactose
(1—3) e de cadeias laterais -D-galactose (1—6), esse padrao de ligagdo contribui para uma
melhor solubilidade da molécula em ambiente aquoso. Glicose, arabinose, ramnose, € o acido
glucurdnico estdo presentes como grupos terminais. Por cromatografia de permeacgdo em gel
(GPC) a distribuicao da massa molar foi investigada e exibiu dois picos principais de 28000 e
67000 g/mol (DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998; PINTO et al., 1995; MOTHE,
CORREIA e CARESTIAO, 2006).
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A GC possui caracteristicas de composicao e fisico-quimicas semelhantes a goma
ardbica, e ambas apresentam baixa viscosidade (MOTHE e RAO, 2000). Este fato pode estar
relacionado ao seu peso molecular e sua conformacao ramificada que desempenham um papel
dominante nas propriedades de solubilidade e viscosidade em solugdes aquosas. A viscosidade
da GC foi investigada na presenca de eletrdlitos como NaCl, CaCl> e AICls, foi observado
diminui¢do na viscosidade seguindo esta ordem, Al>> Ca?>">Na* (DE PAULA e RODRIGUES,
1995; ZAKARIA e RAHMAN, 1996).

Estudo de solubilidade da GC com as abordagens de degradagao térmica e alteracao do
pH do meio de solugdo foram realizados. E o estudo demonstrou que GC nao pode ser
solubilizado pela degradacao térmica em solugdo aquosa, isso porque na GC existe grandes
agregados em solucdo aquosa e estes agregados ndo estdo totalmente desintegrados mesmo a
190°C. Elevando o pH do meio de solugdo mostrou-se mais eficaz para sua dissolu¢ao, isto por
conta da presenca dos grupos de acido carboxilico, no entanto, as moléculas de GC sao
degradadas em pH maior que 9 (KIM et al., 2018).

A cinética de decomposi¢do térmica da GC, foi investigada por analise
termogravimétrica em atmosfera de nitrogénio e em condigdes ndo isotérmicas. A GC
apresentou trés eventos de decomposi¢do. A primeira perda de massa ¢ atribuida a evaporagao
da umidade e o principal evento de decomposi¢do comegou em torno de 240 °C, o que esta
relacionado a decomposicao de polissacarideos e também h4 uma grande perda de massa. Os
parametros cinéticos foram estimados pelos modelos de isoconversdes de Friedman e Ozawa-
Flynn-Wall, e a andlise de regressdo nado-linear multivariada foi aplicada para estimar um
provavel mecanismo. Através dos modelos selecionados foi possivel predizer o tempo de vida
atil da GC, que apresentou estabilidade muito alta com uma vida 1til de 20 anos (MOTHE e
FREITAS, 2018).

As propriedades bioldgicas para a GC também foram investigadas e os estudos sugerem
que o polissacarideo apresenta amplo potencial com efeitos toxicos minimos, incluindo,
atividade antimicrobiana (ANUSH et al., 2018), anti-inflamatéria (DORE et al., 2013),
antioxidante (MOHSIN, MAHADEVAN ¢ KURUP, 2014) e cicatrizante (DE SOUSA et al.,
2019).

Uma emulsdo de GC associada ao acido ascorbico foi desenvolvida e seu efeito foi
avaliado na fase inflamatoria do processo cicatricial em camundongos. O tratamento proposto
propiciou sinais de inflamagao menos acentuado, compativel com o processo de reparagdo mais

avangado do ponto de vista histopatologico (SCHIRATO et al., 2006).
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Um estudo com a GC, avaliou efeitos antitumorais sobre sarcoma 180 em camundongos.
Os testes foram feitos observando o efeito sobre o crescimento do tumor implantado subcutaneo
na virilha direita dos animais. E a GC exibiu alta atividade inibitdria contra um tumor so6lido
(MOTHE, SOUZA e CALAZANS, 2008).

O potencial efeito antimicrobiano da GC também foi avaliado por meio da determinacao
da concentragdo inibitéria minima (CIM). Os resultados indicaram propriedades
antimicrobianas da GC contra todos os micro-organismos testados, com exce¢do de Candida
albicans e Lactobacillus acidophilus. A GC apresentou atividade antimicrobiana contra as
bactérias Gram-positivas com CIM de 30 mg/mL (CAMPOS et al., 2012).

A GC mostrou um efeito antidiarreico significativo em ratos com diarreia induzida por
6leo de mamona. A dose de 60 mg/kg de GC exibiu excelente atividade antidiarreica, este
resultado pode ser explicado pela capacidade do GC de inibir a motilidade gastrointestinal e,
assim, reduzir o acumulo de liquido intestinal e a secre¢do de ions de dgua e cloreto no limen
do intestino (ARAUIJO et al., 2015).

Foi investigado a atividade gastroprotetora da GC, sobre os danos gastrointestinal
causados por naproxeno (NAP) em ratos machos. O pré-tratamento com GC (10 mg/kg) reduziu
os danos macroscopicos e microscopicos induzidos pela NAP. A GC diminuiu
significativamente as alteragdes induzidas por NAP nos niveis de mieloperoxidase, glutationa
e malonildialdeido. A GC também retornou os niveis de muco aderente aos valores normais.
Estes resultados sugeriram que a GC tem um efeito protetor contra o dano gastrointestinal
através de mecanismos que envolvem a inibi¢ao da inflamagao e o aumento da quantidade de
muco aderente na mucosa (CARVALHO et al., 2015).

A GC fo1 testada usando ensaios imunoestimulantes e anti-inflamatérios in vitro de
atividades de macrofagos peritoneais murinos. No ensaio de atividade imunoestimulante (sem
tratamento prévio com lipopolissacarideo - LPS), a GC aumentou a producao de interleucina
(IL)-10 e diminui as concentragdes de IL-6. Quando os macrofagos foram incubados na
presenca de LPS e GC, observou-se diminui¢ao dos niveis de 6xido nitrico e IFN-y. Esses
resultados podem explicar o uso popular do GC como um anti-inflamatério (YAMASSAKI et
al., 2015).

Estudo realizado por SOUZA FILHO et al. (2018), foi desenvolvido um gel de orabase
com a GC (GC-P), para avaliar a perda dssea alveolar no tecido periodontal de ratos, submetidos
a periodontite induzida por ligadura. O tratamento com o gel reduziu significativamente a perda
Ossea alveolar e causou uma diminuicdo significativa atividade mieloperoxidase do tecido

gengival. Assim, o gel GC-P apresentou um potencial adjuvante para o tratamento da



33

periodontite. A GC vem mostrando como uma possivel fonte de novas descobertas
biotecnoldgicas.

Biocompésitos de GC com argilas também tem sido desenvolvido. No estudo SILVA
et al. (2020), foi desenvolvido um bionanocomposito a base de caulinita e GC, a incorporagao
e posterior liberagdo de mesilato de doxazosina e os resultados indicaram que o
bionanocompdsito € um material eficaz e promissor para a incorporagao/liberacao de farmacos.

A GC também foi aplicada na produgao e estabilizagdo de nanoparticulas de 6xido de
zinco. As nanoparticulas obtidas promoveram inibi¢ao significativa de leveduras do género
Candida, em particular Candida parapsilosis. O material desenvolvido indica ser promissor
para o uso dispositivos médicos ou em formulagdes farmacéuticas, como suporte para
tratamentos antifungicos (SOUZA et al., 2020).

Em um outro estudo foi avaliado o nivel de contaminagdo da GC e sua toxicidade aguda
em coelhos. Os resultados indicaram que os contaminantes presentes na GC eram seguros e
dentro de niveis aceitaveis e que a goma nao foi tdxica para coelhos, mesmo na dose de 5000
mg/kg, podendo assim ser economicamente valiosa explorad-la para fins farmacéuticos

(OKOYE, ONYEKWELI e FATOKI, 2012).

2.4.2 Modificacoes quimicas da goma de cajueiro
2.4.2.1 Modificagdes aplicada a area farmacéutica

As gomas sdo geralmente soliiveis em dgua. Isto por conta da presen¢a dos grupos —OH
que formam ligagdes de hidrogénio com moléculas de agua. Assim, as gomas apresentam
desafios quando utilizadas na liberacdo de farmacos. No entanto elas sdo preferidas em
compara¢do com materiais sintéticos devido a sua baixa toxicidade, baixo custo de aquisicao,
disponibilidade e além de serem metabolizadas pela microflora intestinal (PRAJAPATI et al.,
2013; RANA et al., 2011).

Os problemas associados ao uso das gomas, incluem taxas descontroladas de hidratacao,
solubilidade dependente do pH e a possibilidade de contaminagdo microbiana. As reagdes de
modificacdo quimica na sua estrutura ndo apenas minimizam esses inconvenientes, como
também facilitam seu uso na entrega de farmacos (RIBEIRO et al., 2016). Varias modifica¢des
na GC ja foram realizadas a fim de tornd-las adequadas para aplicacdes na entrega de
medicamentos.

Uma modificagdo que tem sido bastante explorada ¢ a acetilagdo por anidrido acético.
A GC foi acetilada utilizando uma rota com uso de piridina e nanoparticulas poliméricas

carregadas com indometacina (IND) foram produzidas pelo método de didlise. As
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nanoparticulas apresentaram tamanho médio de 179 nm. Na liberacdo in vitro foi observado
uma burst effect nas primeiras duas horas, seguida por uma liberagdo controlada de IND até 72
h (PITOMBEIRA et al., 2015).

Com a GC acetilada os métodos de nanoprecipitagao e dialise foram empregados para
obtencdo de nanoparticulas carregadas com diclofenaco de dietilamina. As nanoparticulas
apresentaram uma eficiéncia da incorporacao superior a 60% para ambos os métodos. O ensaio
de citotoxicidade demonstrou que as particulas ndo tiveram efeito significativo sobre a
viabilidade celular, verificando sua biocompatibilidade. O perfil de liberacio mostrou uma
liberagdo mais controlada em relagdo ao farmaco livre (DIAS et al., 2016). Essa goma também
foi aplicada na produ¢do de nanoparticulas carreando alcaloide epiisopiloturina com o objetivo
de aumentar a solubilidade e permitir a liberagao lenta (RODRIGUES et al., 2019).

A GC também foi acetilada na presenga de outros compostos. No trabalho de Lima et
al., 2018, foi promovido a acetilagdo da GC catalisada com acido sulfurico. Na pesquisa foi
avaliado a influéncia dos parametros temperatura, tempo de reacdo e propor¢ao de GC e
anidrido acético no grau de substituicdo. A goma modificada foi aplicada para o
desenvolvimento de nanoparticulas carregando a Anfotericina B. Ja no trabalho de SILVA et
al. (2019) foi desenvolvido um derivado acetilado de GC na presenca de NaOH caracterizado
por uma sintese livre de solventes. A modificacdo com NaOH apresentou um grau de
substituicdo (GS) baixo comparada com as outras reagdes, assim nao garantiu tanta
hidrofobicidade para a GC. Por outro lado, essa modificagdo tida como mais branda gerou um
carater mais anionico para a GC, o que proporcionou a producdo de nanoparticulas carregadas
com insulina, por a técnica de complexagao polieletrolitica.

A GC foi modificada utilizando o anidrido ftalico, que assim como a modifica¢do por
anidrido acético garante como caracteristica a hidrofobicidade. A GC ftalada foi desenvolvida
por meio de uma reagdo livre de solventes e foi aplicada na reducdo e estabilizacdo de
nanoparticulas de prata, com potencial efeito antibacteriano (OLIVEIRA et al., 2019). A goma
ftalada também foi aplicada na preparagao de gel de nanoparticulas de prata in situ. Foi avaliado
modelos de cicatrizagdo de feridas em ratos e foi observado que os géis promoveram uma
melhor cicatrizagao (LUSTOSA et al., 2017).

Por meio de uma reagdo base de Schiff a GC foi oxidada e os biomateriais desenvolvidos
foram caracterizados e a sua capacidade de servir como um dispositivo biomédico (scaffold)
foi avaliado para aplicagdo na area de engenharia de tecidos (MACIEL et al., 2019; FERREIRA
et al., 2021).
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Com a GC também foram desenvolvidos copolimeros. A GC também foi enxertada com
N-isopropilacrilamida por meio de polimerizagdo por radicais para originar um copolimero
sensivel a estimulos. Nanoparticulas com epirrubicina foram produzidas e nao apresentaram
atividade citotoxica contra as linhagens celulares intestinais Caco-2 ¢ HT29-MTX. Assim, o
copolimero de enxerto demonstrou bom potencial para uso em sistemas de liberagdo controlada
de farmacos (ABREU et al., 2016).

Derivados hidrofobicos de GC enxertada com poliacido lactico (PLA), foram
produzidos para estabilizar as emulsdes de Pickering carregadas anfotericina B. As emulsdes
foram obtidas por um novo método que combina nanoprecipitagdo com o processo de
emulsificagdo espontdnea e o sistema apresentou cerca de 21-47% de incorporacdo. As
emulsdes apresentaram estado menos agregado do que o observado na formulagdo comercial
de anfotericina B (RICHTER et al., 2018). RICHTER et al. (2020), avaliou as razdes molares
da reacdo do copolimero de GC e PLA (1:1 e 1:10) por RMN e FTIR. O efeito da composi¢ao
dos copolimeros obtidos foi estudado avaliando a producdo de nanoparticulas carregadas
anfotericina B por método de dialise, foi observado que as nanoparticulas produzidas com o
copolimero 1:10 apresentaram melhor estabilidade.

O trabalho de Ribeiro et al. (2021), relatou a preparagdo de nanoparticulas de
epirrubicina a partir de um copolimero anfifilico obtido pelo enxerto de poli (e-caprolactona)
na estrutura da GC, via polimerizagdo por abertura em anel. As nanoparticulas apresentaram
uma liberagdo lenta de epirrubicina com 93,0 +4,0% em 72 h, além de excelente
biocompatibilidade, segundo ensaios de hemolise e citotoxicidade.

Por meio de todos esses estudos a GC e suas modificacdes quimicas apresentaram
propriedades fisico-quimicas e estruturais desejaveis, sugerindo sua utilidade com matriz

polimérica para carreamento de diversas classes de farmacos.

Tabela 2 — Modificagdes quimicas realizadas na estrutura da GC.

Modificagao Autores
Acetilagdo catalisada com piridina (PITOMBEIRA et al., 2015; DIAS
el at., 2016; RODRIGUES et al.,
2019)

Acetilacdo catalisada com acido sulfurico (LIMA et al., 2018)
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Acetilagdo catalisada com NaOH (SILVA et al., 2019)
Modifica¢do com anidrido ftalico (LUSTOSA et al., 2017; OLIVEIRA
etal., 2019)
Oxidagao (MACIEL et al., 2019; FERREIRA
et al., 2021)
Copolimero com N-isopropilacrilamida (ABREU et al., 2016).
Copolimero com poliacido lactico (PLA) (RICHTER et al., 2018; RICHTER
et al., 2020)
Copolimero com poli (g-caprolactona) (RIBEIRO et al., 2021)

Fonte: Elaborado pelo autor

2.4.2.2 Modificagdes aplicada a area diversas

As aplicagdes dos polissacarideos modificados ndo se limitam apenas para area
farmacéuticas, a literatura relata outras reacdes de modificacdo com aplicacdes bastante
promissoras.

Hidrogéis superabsorventes foram fabricados usando GC modificada com acrilamida.
A via de modificagdo foi viavel devido a incorporagdo de metacrilato de glicidila na estrutura
da GC para formar a GC-metacrilado, em uma mistura apropriada de 4gua-DMSO e utilizando
o TEMED como catalisador. Os hidrogéis foram classificados como material superabsorvente
de 4gua e com aplicagdes na agricultura (GUILHERME et al., 2005).

A GC foi carboximetilada em meio aquoso alcalino utilizando 4cido monocloroacético
(MCA) como agente eterificante. O GS variou na faixa de 0,10 a 2,21. Degradagdo do
comprimento da cadeia foi verificada em todas as condi¢des de reagao estudadas. Levando em
consideracdo a eficiéncia do MCA em relacdo a produ¢do de GC carboximetilada, o melhor
material apresentou DS de 0,90 e com uma menor degradacao da cadeia (SILVA et al., 2004).
Também foi sugerido o uso da goma do cajueiro carboximetilada como uma plataforma para a
imobilizacao de anticorpos, que pode entdo ser usada como um biossensor para a detec¢cao de

bactérias (MELO et al., 2020).



37

A sintese da goma de cajueiro-g-poliacrilamida foi realizada a 60 °C por uma
polimerizacdo radical usando persulfato de potdssio como o iniciador redox sob atmosfera de
N». Uma série de copolimeros de enxerto, variando a concentracao de acrilamida e mantendo a
concentracdo do iniciador e do polissacarideo constante, foram preparados. Foi observado
aumento da viscosidade da goma o que é muito importante para novas aplicagdes (SILVA, de
PAULA e FEITOSA, 2007).

A GC foi sulfatada em piridina:formamida usando &cido clorossulfonico como reagente.
O grau de sulfatagdo ¢ baixo, mas suficiente para aumentar a carga idnica do polimero e
melhorar suas propriedades polieletroliticas. A GC sulfatada ofereceu caracteristicas adequadas
para uso na preparagao de nanoparticulas de complexos polieletroliticos (MOURA NETO et
al., 2011).

No estudo desenvolvido por QUELEMES e colaboradores. (2017), apresentou uma rota
de quaternizagdo para GC usando um reagente de amonio quaternario. A goma modificada teve
sua atividade anti-estafilococica determinada por meio de teste de concentracdes minima
inibitdrias e bactericidas contra Staphylococcus spp., além disso, a biocompatibilidade das
células de mamiferos também foi avaliada. O novo modificado apresentou promissora atividade
antimicrobiana contra S. aureus resistente a meticilina e biocompatibilidade nas células
testadas. Esses resultados mostraram que este material pode ser uma ferramenta promissora no
desenvolvimento de biomateriais com acao antisséptica.

Copolimeros a base de GC enxertados com poliacrilamida (PAM) foram sintetizados
por métodos assistidos por micro-ondas e ultrassom, utilizando persulfato de potassio como
iniciador em meio aquoso. Os modificados apresentaram-se como ecologicamente corretos €
apropriados para uso de tratamento de dguas residuais industriais € domésticos (KLEIN et al.,
2018).

A GC teve sua estrutura alterada por meio de uma reagdo de copolimerizagao, fazendo
uso dos reagentes anidrido octenil succinico e anidrido tetrapropenil succinico a fim de obter
um copolimero hidrofébico, e com futuras aplicacdes em produtos agricolas (BISWAS et al.,
2020).

No trabalho de BRANDAO et al. (2020) a goma do cajueiro acetilada com piridina foi
utilizada na reducdo e estabilizacdo de nanoparticulas de prata. Foi observado que as
nanoparticulas apresentaram potencial para o desenvolvimento pratico e rapido de impressoes
digitais latentes em superficies porosas, o que permite o desenvolvimento de um produto para

ser usado até mesmo em cenas do crime.



2.5 USO DE MICRO-ONDAS PARA MODIFICACAO DE POLISSACARIDEOS

O uso de irradiacdo de micro-ondas (MW) tem sido explorado para o processo de
modificagdo quimica de polissacarideos. O interesse nessa fonte de energia surge da crescente
demanda em se utilizar quimica limpa e ecoldgica. A irradiacdo por MW reduz de forma
significativa o uso de solventes toxicos, bem como o tempo de reagdo, além de garantir altos
rendimentos ¢ a diminuicdo de subprodutos que pode ser ocasionada pelo uso do método
tradicional de aquecimento por meio da conducdo de calor (SOSNIK, GOTELLI e
ABRAHAM, 2011). Esta caracteristica tem sido explorada no campo desenvolvimento de

novos materiais e literatura reporta trabalhos indicando o potencial da energia de MW para

acelerar reagdes quimicas, como mostra a Tabela 2.

Tabela 3 — Modificagdes quimicas em polissacarideos por radiagdo micro-ondas.

Modificacao

Caracteristicas gerais

Autores

Sintese de enxerto de
poliacrilamida na goma ghatti

Modificagdo de glucomanano
do Konjac com octenil
succinico

Sintese de enxerto de alginato
com (N, N'-dimetilacrilamida)

Funcionalizagéo hidrofilica do
acido poligalacturonico (PGA)

Modificagdo Colocasia
esculenta (L.) Schott por
poliacido lactico (PLA)

- As cadeias de poliacrilamida (PAM) foram
enxertadas na da goma ghatti

- Potencial aplica¢do como viscosificante

- Possivel aplicagdo como floculante para o
tratamento de aguas residuais

- glucomanano do Konjac (KGM) foi esterificado
com anidrido octenil succinico

- Novo tipo de surfactante polimérico com boas
habilidades tanto em hidrofilico como em
lipofilico

- A modificagdo do alginato de sédio foi realizada
utilizando N,  N-dimetilacrilamida  como
monodmero e Azobisisobutironitrila como iniciador
- Verificou-se que o copolimero enxertado ¢
biocompativel e termicamente mais estavel que o
alginato ndo enxertado.

- Nova classe de surfactantes poliméricos a base de
PGA ¢ apresentado

- A modificagdo hidrofilica de unico passo com
taurina

- O material sintetizado a partir de PGA ndo
apresentou citotoxicidade e t€ém o potencial uso
como tensoativos

- Este estudo descreve a sintese e caracterizagdo do
copolimero enxertado com PLA (CEM-g-PLA)

- O enxerto de PLA no polissacarideo alterou sua
capacidade de absor¢do de agua, solubilidade e
poder de inchamento

- Copolimero sintetizado apresenta potenciais
aplicagdes no tratamento de aguas residuais e
liberacdo de farmacos

(RANI et al., 2012)

(MENG et al.,
2014)

(AKIN e ISIKLAN,
2016)

(ARIS et al., 2017)

(MIJINYAWA,
DURGA e
MISHRA, 2018)
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Preparacdo de floculantes a base - Sintese de Copolimeros a base de GC enxertada
de goma de cajueiro (GC) com poliacrilamida (PAM) (KLEIN et al.,
- Foi utilizado persulfato de potassio como 2018)
iniciador em meio aquoso
Fonte: Elaborado pelo autor.

As vantagens do aquecimento por MW surgem das interagdes dos materiais com ondas
eletromagnéticas. Materiais como agua, alcoois, liquidos idnicos e carbono absorvem a energia
de MW, enquanto outros materiais, como plasticos, 6leos e solventes ndo polares, sdao
efetivamente transparentes, isto ¢, determinado exclusivamente pelas propriedades dielétricas
dos materiais (KOMOROWSKA-DURKA et al., 2015).

As MW podem penetrar nas misturas de componentes e interagir de maneira diferente
com vdrias fases. Os materiais suscetiveis a energia de MW aquecerdo mais rapidamente em
comparagdo com 0s materiais ndo sensiveis, gerando rapidamente grande gradiente de
temperatura (SINGH, KUMAR e SANGHI, 2012).

Para que ocorra o aquecimento por MW, a substancia deve possuir um momento de
dipolo. Um dipolo ¢ sensivel ao campo elétrico externo e tenta se alinhar com o campo por
rotacdo. Se submetido a uma corrente alternada, o campo elétrico ¢ invertido a cada alteragao
e, portanto, os dipolos tendem a se mover juntos para seguir o campo elétrico inverso. Tal
caracteristica induz a rotagdo e o atrito das moléculas, que se dissipam como aquecimento
interno homogéneo. O aquecimento por MW ¢ diretamente dependente das propriedades
dielétricas de uma substancia, que € a constante dielétrica (¢’) e perda dielétrica (7). A
capacidade de um material de converter energia eletromagnética em energia térmica a uma

determinada frequéncia e temperatura ¢ calculada usando a equacao (1) abaixo:
S" _ ~
&/ o =tans) Equagdo. 1

onde, €” representa a capacidade do material de converter energia absorvida em calor ¢ &'
significa a capacidade do material de armazenar energia. A razdo entre a perda dielétrica e a
constante dielétrica ¢ conhecida como tangente de perda (tan 6) (GABRIEL et al., 1998;
MALLAKPOU e RAFIEE, 2008; S. CHANDRASEKARAN, SRINIVASAN e
RAMANATHAN, 2012)

Os fornos de MW podem se apresentar como monomodo, que permite uma distribui¢ao

mais homogénea do campo elétrico e em termos energéticos sdo mais eficientes e leva a
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melhores rendimentos na sintese organica. E multimodo (fornos domésticos), sao
caracterizadas por uma distribui¢ao ndo homogénea do campo elétrico e a temperatura ndo pode
ser medida de maneira simples e precisa (SURATI JAUHARI e DESAI, 2012).

As reacdes em MW podem ser classificadas como assistida por MW, onde iniciadores
sdo adicionados a mistura de reacdo, e sua presenga aumenta a capacidade de converter a
energia de MW em energia térmica. E iniciada por MW, ndo s3o adicionados iniciadores,

apenas a radiagdo ¢ suficiente para promover a reagao (KAUR e GUPTA, 2017).
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3 METODOS

O artigo I diz respeito a modificagdo da estrutura da goma do cajueiro com anidrido
ftalico. E abordado a influéncia de micro-ondas no processo reacional, tomando como base a
poténcia e o tempo de reacdo. Neste capitulo também ¢ abordado com preludio a aplicacdo do
derivado modificado como uma plataforma para a entrega do farmaco BNZ.

O artigo II diz respeito a avaliacdo dos fatores influenciam nas caracteristicas das
nanoparticulas, para isso foi utilizado um desenho experimental de design de Plackett-Burman,
além disso foi avaliado as propriedades bioldgicas in vitro das nanoparticulas, frente a sua
citotoxicidade em macrofagos RAW 267.4 e nas formas epimastigota e tripomastigota do 7.
Cruzi.

Todas as técnicas e métodos estdo detalhadamente descritos em cada artigo.
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4 RESULTADOS

4.1 ARTIGO 1 — SINTESE RAPIDA POR MICRO-ONDAS DE GOMA DE CAJUEIRO
FTALADA PARA SISTEMA DE ADMINISTRACAO DE FARMACOS

4.1.1 Introducao

Os biopolimeros envolvem uma classe promissora de materiais com uma ampla gama
de aplicagoes, das quais destacam-se a saude, especialmente para uso na area farmacéutica
(CORDEIRO et al., 2017). As caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixa toxicidade e baixa imunogenicidade tornaram esses materiais candidatos para aplica¢ao
em sistemas de administragdo de medicamentos (PUSHPAMALAR et al., 2016). Os
biopolimeros sdo derivados de organismos vivos e podem ser obtidos a partir de proteinas
(JIANG e STENZEL, 2016) e polissacarideos (BARCLAY et al., 2019).

Os polissacarideos sao compostos macromoleculares encontrados em quase todos os
organismos vivos (JACOB et al., 2018). Eles estdo presentes em sementes, caules e folhas de
plantas, fluidos corporais de animais, conchas de crustaceos ¢ insetos. Eles também podem ser
extraidos de paredes celulares e fluidos extracelulares de bactérias, leveduras e fungos
(GARCIA-VALDEZ, CHAMPAGNE e CUNNINGHAM, 2018).

A GC ¢ um polissacarideo de exsudado obtido do caule da arvore Anacardium
occidentale L., que contém cerca de 72% de galactose, 14% de glicose, 4-6% de arabinose, 3-
2% de ramnose e 4-5% de acido glucuronico (de PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998).
Consiste em um polimero de cadeira ramificada com ligacdes do tipo (1 — 6) B-D-galactose e
(1 — 3) B-D-galactose (de PAULA e RODRIGUES, 1995; de PAULA, HEATLEY e BUDD,
1998). As propriedades fisicas apresentadas pela GC permitem que ela seja aplicada na area de
alimento (OLIVEIRA et al., 2020), odontologia (HASNAIN et al., 2018) e na engenharia de
tecido (BAL et al., 2020).

A GC por apresentar alta solubilidade em meio aquoso, pode ser utilizada como
excipiente farmacéutico para projetar comprimidos de matriz hidrofilica e assim promover
entrega controlada de medicamentos (OFORI-KWAKYE et al., 2016). No entanto, a sua
solubilidade pode ser alterada para que suas aplicacdes se estendam aos sistemas de farmacos
de baixa solubilidade aquosa (ABREU et al., 2016). A versatilidade deste material esta
associada aos grupos funcionais presentes em sua estrutura quimica, particularmente no grupo

hidroxila primério (-CH2-OH), que fornece maior reatividade quimica para a funcionalizacao,
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0 que permite aplicagdes no campo de producdo de nanoparticulas poliméricas (RIBEIRO et
al., 2016; SUBBIAH, VEERAPANDIAN ¢ YUN 2010).

Reacdes de hidrofobizagdo na estrutura da GC permitiram a producao de novos sistemas
de liberagao que melhoraram a taxa de encapsulamento dos farmacos, bem como uma entrega
modificada (RICHTER et al., 2020). Estudos promoveram hidrofobizacao pelo mecanismo de
acetilacdo, fazendo uso de anidrido acético, e assim desenvolveram novos sistemas para
liberacao de farmacos de baixa solubilidade em 4agua, como anfotericina B (LIMA et al., 2018),
indometacina (PITOMBEIRA et al., 2015; CARDIAL et al., 2019) e diclofenaco de
dietilamonio (DIAS et al., 2016).

Os anidridos sdo amplamente utilizados nas rea¢des de modificacdo por conta do
ambiente quimico oferecido pelos grupos O-H dos polissacarideos (VASCONCELOS SILVA
et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). Uma classe de anidrido que oferece caracteristicas
fisico-quimicas aplicaveis a produ¢do de nanoparticulas ¢ o anidrido ftalico por conta do grupo
ftalado, que altera completamente o perfil de solubilidade dos polimeros (UBAIDULLA et al.,
2007). Essa modificag¢ao tem atraido atencao no sistema de administracao oral de medicamentos
devido a sua baixa solubilidade em pH &cido e alta solubilidade em pH basico, protegendo os
farmacos encapsulados do estresse ambiental e da digestdo quimica/enzimatica nos fluidos
gastricos (GARCIA-CASAS et al., 2017; AIEDEH et al., 2005).

A irradiagdo por MW tem atraido aten¢do como uma metodologia para modificacao
quimica de polissacarideos. Uma das vantagens ¢ que oferece uma maneira limpa, reduz o
tempo de reagdo, pode proporcionar maior controle da reacao, diminuindo a possivel formagao
de subprodutos, garantindo maior reprodutibilidade dos produtos modificados e pode ser uma
alternativa a substituicao do aquecimento térmico convencional por placas de aquecimento, que
apresenta como fator limitante o grande consumo de tempo (KUMAR et al., 2017,
DESBRIERES, PETIT e REYNAUD, 2014; SINGH, KUMAR e SANGHI, 2012).

A sintese assistida por MW foi realizada para desenvolver uma nova classe de
surfactantes a base de polissacarideos derivados do acido poligalacturonico (PGA). A sintese
foi catalisada por MW com um tempo de reag¢do de 15 min, enquanto a reagdo sob aquecimento
convencional foi realizada por 16 horas (ARIS et al., 2017). Este método de reacdo ocorre
quando as moléculas polares sao expostas a irradiacdo de MW, onde elas tendem a se alinhar
com o campo elétrico do MW, no entanto, as moléculas no meio de reacdo ndo conseguem se
alinhar tdo répido, esse efeito cria um atrito entre as moléculas que geram o aquecimento do

ambiente, e a energia eletromagnética ¢ convertida em energia térmica (KALIA, SABAA e
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KANGO, 2013; LOUPY, 2004). A GC apresenta ambiente quimico favoravel a esse tipo de
reacdo (BAL et al., 2020).

O BNZ ¢ o medicamento de escolha no tratamento da DC. A DC ¢ uma infec¢ao causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi, endémica na América Latina e considerada um importante
problema de saude publica (MALIK, SINGH e AMSTERDAM, 2015). Por se tratar de uma
doenca negligenciada, sua terapia ¢ bastante limitada, tendo apenas o0 BNZ como farmaco para
o tratamento (BERMUDE-Z et al., 2016).

O BNZ possui baixa solubilidade aquosa que limita sua biodisponibilidade in vivo
(ROMERO ¢ MORILLA, 2010). E fornecido comercialmente como comprimidos de liberagio
imediata. O tratamento ¢ administrado 2 a 3 vezes ao dia por 60 dias na maioria dos casos, € 0s
efeitos colaterais limitam sua eficdcia e seguranga (GARCiA, MANZO e JIMENEZ-KAIRUZ,
2018). Sugere-se que o uso da nanotecnologia seja uma boa estratégia para melhorar seu
desempenho (SANTOS-SILVA et al., 2019b; SEREMETA et al., 2019).

Neste trabalho, avaliou-se a influéncia da irradiagdo de MW na modifica¢ao do GC com
anidrido ftalico. Além disso, a goma de cajueiro ftalada (GCF) foi usada como matriz

polimérica para o desenvolvimento de nanoparticulas carregadas com BNZ.

4.1.2 Materiais e métodos
4.1.2.1 Materiais

Anidrido ftalico puro e membrana de acetato de celulose (14000 Da) foram obtidos
Sigma—Aldrich (St. Louis, USA). Dimetil formamida, acetona, dodecil sulfato de sddio (DSS),
DMSO e HCI grau analitico foram obtidos da Dindmica (SP — Brazil). O farmaco Benznidazol,
utilizando nesta pesquisa foi doado por Laboratdério Farmacéutico do Estado de Pernambuco —

Lafepe (PE — Brazil).

4.1.2.2 Purificagao da GC
O exsudato do cajueiro foi coletado de arvores do género Anacardium occidentale L.,

nativas de Parnaiba, Piaui—Brasil. A goma do cajueiro foi purificada pelo método proposto por

(DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998).

4.1.2.3 Reacao de modificacao
Goma do cajueiro (1,0 g) e anidrido ftalico (2,0 g) em 10,0 ml de DMF, foi irradiada em
reator de micro-ondas (CEM Discover Microwave Reactor, USA). Foram obtidos trés

derivados de GCF: GCF 1 (160 W, 3 min de reagao), GCF 2 (250 W, 3 min de reagdo) e GCF
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3 (250 W, 8 min de reagdo). Todas os experimentos foram realizados a 80 °C. Os derivados
ftalados foram precipitados lentamente com agua deionizada e formou-se um produto s6lido de

cor esbranquigada. Em seguida, o precipitado foi lavado com agua e seco em estufa a 50 ° C.

4.1.2.4 Caracterizagdo da goma do cajueiro ftalada
4.1.2.4.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de FTIR dos modificados foram obtidos no espectrometro Perkin Elmer

de 400, no moédulo ATR, na faixa de 4000 a 700 cm™'.

4.1.2.4.2 Cromatografia de permea¢do em gel (GPC)

A distribuicao de massa molar foi determinada por cromatografia de permeacgao em gel
em equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de indice de refragcao (RID-10A).
Para a analise utilizou-se coluna polysep linear, 300 X 7,8 mm, utilizando NaNOz(aq) 0,1 mol/L
como eluente. A medida foi feita a 30°C, com fluxo de 1 mL/min e o volume injetado da

amostra foi de 50 pL. Utilizando a curva a seguir:

Logy = 14.33638 — 1.12336 X V., Equacio. 2

4.1.2.4.3 Anadlise Elementar
A porcentagem elementar foi obtida no equipamento analisador elementar - Perkin
Elmer 2400 com o método Pregl-Dumas em atmosfera de oxigénio puro e detector de

condutividade térmica.

4.1.2.4.4 Ressonancia Magnética Nuclear

Goma bruta (30 mg) foi dissolvida em D>O (0,7 mL). Derivados ftalados (30,0 mg)
foram dissolvidos em D20 (0,7 mL) basificados com NaOH 1 M (10,0 pL). Os espectros foram
obtidos usando um espectrometro Agilent NMR a 300 MHz. A fim de suprimir o sinal de agua
residual, foi aplicada a sequéncia de pulso PRESAT padrao.

O GS dos grupos ftalados foi calculado de acordo com a Equacgao (2), onde A ¢ a area
integral dos protons ftalados (7,11-7,37 ppm), B € a 4rea integral de 3,0 a 5,5 ppm, e n ¢ a média
ponderada da composi¢do do GC pelo nimero de hidrogénios, que ndo sofrer troca quimica,

em cada monossacarideo (VASCONCELOS SILVA et al., 2019).
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Equacio. 3

4.1.2.4.5 Relaxometria RMN
O tempo de relaxamento transversal (772) foi medido no dominio do tempo, por meio de
um relaxometro Minispec MQ-60 (Bruker, Alemanha), no estado sélido do GC e derivados

ftalados.

4.1.2.4.6 Difracdo de raios-X (DRX)

O perfil cristalografico dos polissacarideos foi determinado usando um difratdmetro
PANalytical (modelo X'Pert Pro) equipado com um detector de estado s6lido X'Celerator € um
suporte de amostra giratdrio. Os padroes de difractograma foram registrados usando montagens
orientadas aleatoriamente com radiacdo CuKa, operando a 45 kV e 40 mA, na faixa de 20 4° a

70°.

4.1.2.4.7 Andlise térmica

A analise termogravimétrica foi realizada em Shimadzu (mod. TGA-50H), equipado
com forno vertical e microbalanca com precisao de 0,001 mg. Amostras de GC e derivados com
aproximadamente 10 mg foram colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidas de 20 a 600 °C

a 10 °C min"! em atmosfera de nitrogénio.

4.1.2.4.8 Determinacdo da solubilidade

GC e derivados ftalados foram dissolvidos em agua ultrapura e em fluido géstrico
simulado (SGF) preparado de acordo com a USP34, sem enzimas. Todas as amostras estavam
em estado supersaturado e foram agitadas por 24 h (Incubadora SHAKER SL 222, SOLAB,
SP, Brasil). Seguiu-se centrifugacdo por 2260 X g for 30 min (Excelsa II 206 - BL, Fanem, SP,
Brasil). Apds secagem na estufa a 50 °C, a massa resultante (massa recuperada) foi pesada. Os
experimentos foram realizados trés vezes. A solubilidade foi calculada usando a Equagao. (3):

m

S=— x 100 Equacio. 4

mq

m = massa inicial (m;) — massa recuperada
S = coeficiente de solubilidade

4.1.2.5 Preparagdo e caracterizagdo das nanoparticulas
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4.1.2.5.1 Preparag¢do das nanoparticulas de BNZ

As nanoparticulas (NP-BNZ) foram preparadas seguindo a técnica de nanoprecipitagcdo
(CHAVES et al., 2018) com algumas modificagdes. GCF 1 (20,0 mg) e BNZ (4,0 mg) foram
dissolvidos em 3,0 mL de acetona: DMSO (1: 1 v/v). A fase aquosa, composta de agua ultrapura
(10,0 mL) (Elix® Advantage pure water, Merk, Darmstadt, Alemanha), foi adicionada a fase
organica e sonicada (Ultrasonic Tip Sonicator, Eco-sonics, SP, Brasil) por 2 min com amplitude
de 70%. Em seguida, 10,0 mL de dgua foram utilizados como estabilizador para completar o
volume final de 20,0 mL da solucgao.

A mistura foi mantida sob agitagdo magnética a temperatura ambiente (25 °C) para a
forma¢do das nanoparticulas e evaporagdo completa do solvente orginico (AMINU, et al.,
2013). Nanoparticulas simples (sem farmaco) foram obtidas seguindo o mesmo procedimento.

Todas os experimentos foram realizados em triplicada.

4.1.2.5.2 Caracteriza¢do das nanoparticulas

As medigdes do tamanho de particula, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta
foram realizadas usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.), com um laser de
633 nm. A distribuicao do tamanho de particula foi medida usando espalhamento dinamico de
luz (DLS). O potencial zeta foi determinado por meio da mobilidade eletroforética das
particulas, e as medidas foram realizadas em uma célula de eletroforese capilar dobrada. As
medidas foram realizadas em triplicatas a 25 °C, com angulo de detec¢ao de 90 °.

A morfologia das nanoparticulas foi analisada por Microscopia de For¢ca Atdmica
(AFM) utilizando um equipamento TT-AFM (AFM Workshop, EUA) em modo de contato
intermitente, utilizando ponteiras TED PELLA (TAP300 - G10) em uma frequéncia de
amplitude de aproximadamente 252,70 kHz. As amostras foram diluidas a 1: 100 em agua
deionizada e deixadas em banho de ultrassom por 15 min. Uma aliquota de 10 pL de cada
amostra foi retirada e depositada em uma superficie de mica e deixada por 15 min em

temperatura ambiente para permitir a secagem da amostra e entdo analisada.

4.1.2.5.3 Determinagdo da eficiéncia de encapsulamento e drug loading

A quantificacdo de BNZ dentro das nanoparticulas foi realizada pela determinacao do
farmaco ndo encapsulado, utilizando o método de ultracentrifugagdo (CHAVES et al., 2018).
Brevemente, as amostras foram preparadas pela dilui¢do das nanoparticulas com dodecil sulfato

de sodio (DSS) 0,1% (w/v), com pH ajustado para 3,5 (1 mol/L HCI).
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As amostras foram centrifugadas a 17,828 x g por 30 min (Centrifuga 5417R,
Eppendorf). A absorbancia do sobrenadante foi medida por espectroscopia UV-VIS (Vankel 50
UV-Vis, Varian) a 322 nm. Uma curva padrao foi obtida para BNZ a 0,1% (p /v) DSS. Todas
as analises foram realizadas em triplicada. A eficiéncia de encapsulagdo (EE) e carga de droga

(DL) foram calculadas usando a Equacao. (4) e Equagao (5).

uantidade de farmaco inicial-farmaco recuperado ~
EE =2 P x100 Equacdo. S

quantidade inicial de farmaco

quantidade inicial de farmaco—farmaco recuperado

DL =

- quantidade inicial de farmaco+ quantidade inicial de polimero

x 100 Equacio. 6

4.1.2.5.4 Estudo de liberacdo in vitro

Os perfis de liberagdo para NP-BNZ e BNZ livre foram obtidos usando um sistema de
dialise. As nanoparticulas foram liofilizadas, ressuspensas em 2,0 mL de 4gua, introduzidas na
membrana de acetato de celulose com poros de exclusdo molecular de 14,000 Da e dialisada
contra 50 mL de SGF sem pepsina (USP 34) a 37 © C por 240 min sob agitagdo (Incubadora
SHAKER SL 222, SOLAB, SP, Brasil).

Em tempos pré-determinados (10, 20, 30, 45, 60, 120 e 240 min), amostras de 0,6 mL
foram coletadas e quantificadas por espectroscopia UV-Vis (Vankel 50 UV-Vis, Varian). O
fluido foi reabastecido para manter as condic¢des sink. O perfil de liberacdo do BNZ livre foi
realizado utilizando os mesmos parametros das nanoparticulas. As analises foram realizadas
em triplicatas e os resultados expressos como média + D.P. A andlise estatistica foi realizada
usando two-way ANOVA seguida por um teste de Tukey (p <0,05) usando Prism Software
Versao 6 (Prism, Versao 6, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

4.1.3 Resultados e discussio
4.1.3.1 Reacao de modificacdo iniciada por micro-ondas

No presente estudo, GC foi modificada usando um método de sintese iniciado por MW
(Fig. 6). Nessa reagdao, as MW sdo absorvidas pelos grupos OH polares ligados ao
polissacarideo, levando & formagio de sitios favoraveis para modificagio (DESBRIERES et al.,
2014). Além disso, ao usar um solvente polar, como o DMF, que possui uma constante
dielétrica (tan &: 0,161), ocorre transferéncia de energia para as moléculas do anidrido ftalico

causando aquecimento dielétrico e produzindo outro conjunto de sitios reativos. Esses efeitos
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gerados na cadeia polissacarideo e no anidrido ftalico se recombinam e promovem a producao
de polissacarideos modificados (SILVA et al., 2012).

A GCF foi relatada em estudos anteriores (LUSTOSA et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2019). O processo foi realizado por um método convencional, que exigia altas temperaturas e
largo tempo de sintese. As reacdes realizadas por MW apresentam alto desempenho em

temperaturas mais baixas e menores tempo de reacao.

Figura 6 — Esquema simplificado de modificacdo da goma do cajueiro ftalada.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.3.2 Caracterizacao do polissacarideo

A Figura 7 (A — D) mostra os espectros de FTIR do GC e dos derivados modificados
preparados sob diferentes condigdes. O espectro da GC apresentou bandas de absor¢ao em torno
de 3336, 2908 e 1015 cm™!, mostrando vibragdes caracteristicas de O—H, C—H (carbono sp?) e
C-O—-C (grupos éter glicosidicos), respectivamente (SILVA VASCONCELOS et al., 2019).
Como controle, a GC foi posta em DMF e aquecida no MW sem a presenca de anidrido ftalico,
ndo foi observado alteragdes substanciais no padrao espectral.

Os espectros de FTIR da GC e dos derivados modificados mostraram pequenas
alteragdes. No entanto, as bandas caracteristicas permaneceram inalteradas em 3358, 2902 e
1011 cm™!, correspondendo aos grupos O—H, C—H e C—-O—C, respectivamente. Essa semelhanca
indica que o efeito do aquecimento por MW nao alterou a estrutura primaria do GC.

Novas bandas surgiram nos derivados modificados por volta de 1710 e 1360 cm™!, sdo

atribuidas as vibragdes de alongamento C=0 e C—O do acido carboxilico, respectivamente. As
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bandas em 1630, 1602 e 1583 cm™ podem ser atribuidas as ligagdes C=C do grupo aromatico.
As duas bandas em 1284 ¢ 1265 cm™! podem ser atribuidas ao grupo éster (LUSTOSA et al.,
2017). Comparando o espectro de FTIR obtido para a ftalagdo sintetizada por o método de
aquecimento convencional (OLIVEIRA et al., 2019) e os espectros da Figura 7, foi confirmado

que a reacao por MW ocorreu com sucesso.

Figura 7 — Espectros de FTIR de (A) GC, (B) GCF 1, (C) GCF 2 ¢ (D) GCF 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O peso molecular da GC e dos derivados ftalados foram estimados e sdo apresentados
na Tabela 4. O peso molecular da GC corresponde ao relatado na literatura (SILVA et al., 2019).
Observou-se que todos os derivados apresentaram reducao no peso molecular. Isso se deve ao
processo de modificagdo do polissacarideo. Quando uma cadeia polimérica ¢ submetida a
estresse fisico e quimico, ligacdes inter e intramoleculares podem ser quebradas, diminuindo o
peso molecular (CIZOVA et al., 2008). GCF 3 apresentou maior peso molecular em relagdo ao
GCF 2, isso pode ter ocorrido devido a exposicao a maior poténcia e tempo de reagdo. Isso
porque, nessas condi¢des, pode ocorrer um incremento na temperatura de reagao (LEWICKA,
SIEMION e KURCOK, 2015; PETIT, REYNAUD e DESBRIERES, 2015). A reatividade dos

grupos OH tende a aumentar com o aumento da temperatura, esse fendmeno pode causar
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ligacdes cruzadas no polissacarideo, promovendo maior peso molecular (WANG et al., 2014).
No estudo de Xing et al. (2004), a radiagdo MW foi realizada para introduzir grupos N-sulfo e
O-sulfo na quitosana. Foi observado que o aquecimento por MW ¢ uma maneira conveniente
de se obter uma ampla gama de produtos com diferentes pesos moleculares e DS, apenas
alterando o tempo de irradiacdo ou as condi¢des de energia. Esse efeito foi observado para a

reacdo dos derivados ftalados.

Tabela 4 — Peso molecular, GS e dados de analise elementar da GC e derivados ftalados.

Peso molecular GS Carbono Hidrogénio% C (mmol) H (mmol) C/H
(g/mol) %

GC 2,12x 10* 39,10 6,6 3,25 6,54 0,49
GCF 1 7,38 x 10° 0,31 45,80 5,97 3,81 5,92 0,64
GCF 2 3,72x 10° 0,39 47,58 5,89 3,96 5,84 0,67
GCF 3 1,22 x 10* 0,43 47,18 5,88 3,92 5,83 0,67

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os espectros de NMR 'H da GC e os derivados modificados sio mostrados na Figura 8
(A - D). GC e os derivados mostraram sinais do grupo metil presente na ramnose a 1,3 e 1,1
ppm, respectivamente. Os deslocamentos quimicos de 3,5 a 4,0 ppm correspondem a H-2 a H—
5. Os sinais em 4,3 ¢ 4,8 indicam o H-1 da galactose e ramnose, respectivamente. A regido de
deslocamento quimico de 4,6 para 5,0 refere-se aos protons anoméricos (VASCONCELOS
SILVA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019). Os sinais entre 7,1 e 7,4 ppm (seta azul)
representam os novos sinais que caracterizam a presenca dos hidrogénios do anel aromatico do

grupo ftalado inserido através da modificagao.
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Figura 8 —espectros de RMN 'H de (A) GC, (B) GCF 1, (C) GCF 2 e (D) GCF 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados do GS sao apresentados na Tabela 4. O GS dos derivados modificados foi
calculado com base nas integrais dos espectros de RMN 'H, de acordo com a Equagio 2
(VASCONCELOS SILVA et al., 2019). Para a sintese realizada a 160 W por 3 min (GCF1), o
GS foide 0,31. Os derivados produzidos a 250 W apresentaram valores de GS que variaram de
0,39 a 0,43. No estudo de Oliveira et al. (2019), onde a modificagado foi realizada pelo método
de aquecimento convencional, um valor méximo de GS de 0,31 foi obtido em um tempo de
reacao de 20 min. Na mesma razdo GC/anidrido ftalico (m/m) e aumentando o tempo de reagdo
para 8 min (GCF 3), um aumento no valor de GS (0,43) foi observado.

A Tabela 4 mostra os resultados da analise elementar de GC e dos derivados ftalados.
Observou-se um aumento na razao carbono e hidrogénio (C/H) dos derivados modificados. Isso
se deve a inser¢ao do grupo ftalado na cadeia do polimero. Porém, a relagdo C/H entre os
derivados apresentou valores semelhantes, corroborando com os resultados do GS por 'H RMN.

A Figura 9 (A e B) mostra as curvas TG/DTG para o GC e derivados ftalados. O
primeiro evento na regido de 35—130 °C para GC foi atribuido a perda de dgua e gas, onde o
percentual de perda foi de 8,08%. O segundo evento para GC ocorreu em 214-265 °C, que
corresponde a condensacao de grupos hidroxila, j4 o terceiro evento ocorreu a 269-345 °C, que
corresponde a degradacdo térmica da estrutura polissacarideo com perda de massa de 15,15%

e 41,21%, respectivamente (SILVA et al., 2006; CORDEIRO et al., 2017).
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Para o derivado GCF 1, quatro eventos de degradacdo foram observados, com
porcentagens de perda de massa de 6,8% (34-108 °C), 4,78% (147-118 °C), 24,16% (195-263
°C) e 39,79% (272-337 °C). Os derivados GCF 2 e GCF 3 apresentaram trés eventos de
degradacdo. As porcentagens de perda de massa para GCF 2 foram 6,23% (68162 °C), 5,50%
(172337 °C) e 54,37% (208 —338 °C). Para GCF 3, as porcentagens de perda de massa foram
4,84% (62 -160 ° C), 8,9% (166 —207 °C) e 56,0% (215 -333 °C). O primeiro evento observado
para esses derivados apresentou menores valores de teor de umidade quando comparado a GC.
Esses dados corroboram os valores observados para o GS, pois a medida que a derivado se torna
mais substituida, o teor de d4gua diminui, alterando a hidrofobicidade do material.

De acordo com as curvas TG/DTG, o segundo evento de perda de massa dos derivados
pode ser relacionado ao anidrido ftalico enxertado na estrutura do polissacarideo. E possivel
perceber que a maior perda de massa ocorreu com os derivados que apresentaram o maior valor
do GS. Braz et al. (2018) estudou a modificagdo quimica da quitosana com anidrido maléico.
Foi observado que a medida que o GS aumentou, houve também um aumento na variacao da
perda de massa, conforme observado neste estudo de GC com anidrido ftalico.

O terceiro e quarto eventos de decomposi¢do do GCF 1 ocorreram em temperatura
proxima a observada para o segundo e terceiro evento da GC, o que revela que a estabilidade
térmica desta derivada nado foi alterada. Por outro lado, os derivados GCF 2 e¢ GCF 3
apresentaram perfis de decomposi¢do semelhantes. Pode-se observar que as temperaturas de
decomposi¢ao desses materiais modificados foram menores que as da GC, o que revela uma
menor estabilidade térmica dos materiais modificados. Ao observar os eventos de degradacao
dos materiais GCF 2 e GCF 3, um evento a menos foi identificado quando comparado ao GCF
1. No entanto, um ombro foi observado nas curvas para GCF 2 (212-266 °C) e GCF 3 (215-
266 °C), indicando sobreposicao desse evento, que pode ter sido causada pela quantidade de

material enxertado.
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Figura 9 — Curvas termogravimétricas (A) e curvas derivadas (B) da goma de cajueiro e

derivados ftalados.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 10 mostra os difratogramas do GC e dos derivados ftalados. A GC apresentou
caracteristicas com baixa cristalinidade, pois sua estrutura segue uma certa ordem
microcristalina (SILVA et al., 2019). Os difratogramas dos derivados mostraram novos picos
de difracdo a 20=15,4°, 18,7°,21,27°,22,38°,27,13°,30,78°, 37,19° ¢ 37,86°. Essas alteracoes
revelam a incorporagdo do anidrido ftalico na cadeia do polimero, apresentando caracteristicas
mistas de amorficidade e cristalinidade. Espera-se que as modificagdes ocorram primeiro nos
grupos hidroxila, localizados na superficie do polimero. Apds o rearranjo da superficie, novos
padrdes cristalograficos podem surgir devido a interacdes quimicas (TEIXEIRA et al., 2018).
Todos os derivados seguiram o mesmo padrao de cristalinidade, entretanto, observou-se que o
pico de intensidade aumentou com o aumento do GS.

Estudos relataram que mudancas com anidridos tendem a aumentar a cristalinidade dos
polissacarideos (ZANG et al., 2013; BRAZ et al., 2018). Isso ¢ resultado das possiveis
interacdes do anidrido ftalico com grupos hidroxila e, portanto, essas interagdes afeta o processo
de crescimento do cristal (ZHANG e ZHANG, 2015). Ap6s a modificagdo, em geral, ocorrem
rearranjos na superficie dos polissacarideos, € o surgimento de novos padrdes sugere que se
trata de interagdes m-n (MELO et al., 2010). Os anéis aromaticos sdo mais sujeitos a um
processo de organizagdo e, portanto, os movimentos moleculares podem ser limitados devido a
sua rigidez, portanto, o empacotamento de cadeias poliméricas em redes cristalinas ¢ facilitado

(GUIMARAES et al., 2007).
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Figura 10 — Padrdes de DRX de (A) anidrido ftalico, (B) GC, (C) GCF 1, (D) GCF 2 e (E)

GCF 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5 — Coeficiente de solubilidade e tempo de relaxamento 7> da GC e derivados ftalados.

7> (ms) Solubilidade g/100g H,O Solubilidade em SGF
g/100g H>O
GC 0,42 94,47 + 2,04 82,57 5,77
GCF 1 0,15 27,56 £ 0,52 2743 +3,57
GCF 2 0,15 30,22 + 3,52 30,31 +£2,25
GCF 3 0,15 26,33 £ 6,37 26,99 + 4,86

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 5 mostra os resultados dos experimentos de relaxometria de RMN 7>. As
medigoes de 7> sdo correlacionadas a dindmica molecular do polimero (VORON'KOA et al.,

2017). Em comparagao com o GC, as derivadas modificadas apresentaram tempos 7> menores.
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Isso significa que os derivados ftalados apresentaram menor mobilidade molecular em termos
estruturais. A presenca de grupos hidrofébicos, que estdo relacionados ao anel aromatico,
garante os dominios rigidos e, assim, diminui a mobilidade molecular. Essas observagdes sao
facilmente corroboradas pela andlise de DRX, devido ao perfil cristalino os derivados ftalados
apresentarem menor mobilidade nas cadeias poliméricas (SHAPIRO, 2011).

Os polissacarideos geralmente exibem caracteristicas estruturais distintas em termos de
peso molecular, composi¢ao, padrdo de ligagao glicosidica e grau de ramificacao (GOU et al.,
2017). O estudo desses fatores determina as propriedades funcionais dos polissacarideos, como
a solubilidade, que ¢ criticamente importante para varias aplicagdes na area de ciéncia
farmacéutica (VASCONCELOS SILVA et al., 2019; XU et al., 2019).

A Tabela 5 mostra os coeficientes de solubilidade de GC e dos derivados ftalados em
agua Milli-Q e FGS sem pepsina. Na literatura, ja esta definido que GC apresenta boa
solubilidade em ambientes aquosos (KIM et al., 2018). Esse fenomeno ¢ devido a presenga de
varios grupos OH, o que leva a uma forte interacdo entre as moléculas de polissacarideos por
meio de ligacdes de hidrogénio. Portanto, o equilibrio entre as interagdes polimero-agua ¢
energeticamente favoravel e cria uma camada de solvatacdo ao redor da cadeia polimérica que
mantém as moléculas de polissacarideo separadas (MOTHE e RAO, 1999; NAYAK et al.,
2019).

Devido ao substituinte ftalado, os derivados modificados exibiram baixa solubilidade
em agua. Esse efeito ¢ explicado pelas interagdes intramoleculares entre os segmentos
poliméricos que causam agregacao entre as cadeias poliméricas, o que dificulta sua solubilidade
em meio aquoso (OLIVEIRA et al., 2019). Os resultados de solubilidade corroboram com as
demais caracterizagdes ja discutidas neste trabalho, indicando que a inser¢ao do grupo ftalado
ocorreu com sucesso em todos os derivados. Observou-se que a reagdo por MW ocorreu com a
mesma eficiéncia em todas as condigdes reacional. A solubilidade em FGS foi avaliada com o
objetivo de utilizar polimeros ftalados como possivel matriz polimérica para transporte de
farmacos. A literatura relata que a presenga de grupos ftalados em condi¢des acidas tende a
promover protecdo aos farmacos (AIEDEH, TAHA e AL-KHATIB, 2005; UBAIDULLA et
al., 2007).

4.1.3.3 Caracterizacao das nanoparticulas
Dentre os derivados ftalados obtidos, o derivado GCF 1 foi selecionado para produzir
nanoparticulas. Este derivado foi escolhido por apresentar o padrao de decomposic¢do térmica

mais proximo ao observado para GC, e os picos de cristalinidade foram menos intensos quando
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comparados aos demais derivados. No entanto, nanoparticulas sem o firmaco foram obtidas
com todos os derivados e caracterizadas de acordo com dados de tamanho, PDI e potencial zeta.
Todos apresentaram caracteristicas semelhantes.

O método utilizado para a obtengdo das nanoparticulas poliméricas foi a
nanoprecipitacdo. O polimero e o firmaco estdo em uma fase organica que ¢ miscivel com agua.
Quando a fase aquosa ¢ adicionada a fase organica, ocorre uma diminui¢ao da tensdo interfacial
entre a fase aquosa e a fase organica, e a difusdo do solvente organico na fase aquosa ocorre
muito rapidamente, favorecendo a formacao de nanoparticulas (SUR et al., 2019). O processo
de sonicacao contribuiu para uma melhor distribui¢ao do tamanho de particula (KARAKUS et
al., 2019; HEDAYATI, NIAKOUSARI e MOHSENPOUR, 2020).

A NP-BNZ apresentou tamanho hidrodindmico médio de 288,4 +8,5 nm, PDI de 0,27
+0,02 e potencial zeta de —31,8 £ 0,9mV, que sdo considerados parametros adequados para
nanossistemas monodispersos ¢ estaveis (CRUCHO e BARROS, 2017). A eficiéncia de
encapsulacdo e o drug loading foram 33,5% e 5,43%, respectivamente. Embora parametros
adequados tenham sido alcancados a partir das nanoparticulas produzidas, a eficiéncia de
encapsulacdo poderia ter sido melhorada usando métodos de otimizagao que tendem a melhorar
as taxas de carregamento de farmacos (SANTOS-SILVA et al., 2017). Nanoparticulas brancas
foram produzidas e apresentaram tamanho de 270,3 +1,4 nm, PDI 0,26 £0,01 e potencial zeta
de 32,8 £1,8 mV. Um ligeiro aumento no tamanho foi observado para as NP-BNZ quando
comparado as nanoparticulas brancas. Esse resultado corrobora com outros estudos e pode ser
explicado pela presenga do farmaco que pode reorganizar a matriz polimérica, proporcionando
um aumento no tamanho (CHAVES et al., 2018; AMINU et al., 2020).

Na metodologia apresentada neste trabalho, ndo foi necessario o uso de surfactante na
fase aquosa para a obten¢do dos sistemas poliméricos. O derivado ftalado obtido no estudo
possui caracteristicas anfifilicas, o que reduz a tensdo superficial entre o nanossistema e a
solucdo aquosa, permitindo a estabilizagdo das nanoestruturas (MENDES et al., 2011; ROY et
al., 2014). Essa evidéncia pode ser vista a partir da andlise do potencial zeta, que € um parametro
importante para a estabilidade das particulas (ABRIATA et al., 2017). As nanoparticulas
exibiram carater anidnico, devido aos grupos acidos que foram inseridos nas cadeias da GC.
Esses resultados indicam que pode ser vantajoso usar um biopolimero modificado em vez de
um polimero sintético de alto custo. Além disso, devido a alta hidrofobicidade do polimero
sintético € necessario o uso de surfactantes para melhorar a estabilidade coloidal do sistema

polimérico (CHAVES et al., 2018).
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A morfologia das nanoparticulas foi observada por AFM (Figura 11 A-D). Ambas as
nanoparticulas apresentaram morfologia esférica. Observou-se que os tamanhos médios das
nanoparticulas avaliados por AFM foram menores do que os determinados por DLS. A anélise
AFM contém informagdes sobre as trés dimensdes do sistema. Nas imagens, o eixo z ¢
normalmente usado para determinar o didmetro das particulas esféricas (SITTERBERG et al.,
2010; EATON et al., 2017). A andlise de tamanho determinada pelo DLS ¢ uma medida
indireta, pois as dimensdes sao avaliadas por meio do raio hidrodindmico, medido a partir do
espalhamento de luz (BHATTACHARIJEE, 2016). Além disso, as camadas i0nicas, a camada
de solvatacdo e o comportamento de dispersdo das particulas em solucdo sdao condigdes que

influenciam a medi¢do (EATON et al., 2017).

Figura 11 — Imagem 3D por Microscopia de For¢a Atdomica das nanoparticulas carregadas

com benznidazol (A-B) e nanoparticulas brancas (C-D). Imagens com tamanhos de 10 ¢ 2 um

e resolucdo de 512 pixels.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O perfil de liberagdo in vitro das NP-BNZ foi estudado para avaliar seu desempenho
como forma de administracdo oral. A Figura 12 mostra o perfil de liberagdo das NP-BNZ e
BNZ livre sob condi¢des de FGS sem a presenca de enzimas. Como pode ser visto, tanto NP-
BNZ (8,6 £0,2%) quanto BNZ livre (8,7 = 0,8%) apresentaram taxas semelhantes nos

momentos iniciais do estudo. Isso porque parte do BNZ permaneceu na superficie da
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nanoparticula (SEREMETA et al., 2019). No entanto, em 120 min, NP-BNZ liberou cerca de
16,7 £2,3%, enquanto para BNZ livre 27,7 £+ 4,1%. Apo6s 240 min, NP-BNZ liberou cerca de
22,8 £ 1,2%, enquanto para BNZ livre 33,7 + 4,5%. Essas diferencas foram estatisticamente
significativas com p <0,0001. Em compara¢ao com a farmaco livre, a nanoparticula carregada

com BNZ exibiu uma liberagdo continua e consideravelmente mais lenta.

Figura 12 — Perfil de liberagao in vitro das nanoparticulas carregadas com benznidazol e

benznidazol livre no fluido gastrico simulado.

40
e BNZ
= NP-BNZ
_ 30 -
>
=
¢ '
2 20 -
o %
s
L 3 ]
e i -
10 —
&
0 I T I T I T I T I T I 1
0 50 100 150 200 250

Tempo (min)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Essa resisténcia das nanoparticulas ao meio acido pode ser explicada pelo baixo
inchamento dos grupos ftalados no meio FGS, provavelmente devido as caracteristicas
hidrofébicas do polimero. Nessas condi¢des, os grupos carboxilicos presentes no sistema estao
na forma ndo ionizada, o que os torna menos hidrofilicos. Garcia et al. (2018) mostraram os
perfis de liberagao de BNZ em complexos interpolieletroliticos compostos por polissacarideos
(quitosana e alginato) e polimeros sintéticos (polimetacrilatos). Para ambos os sistemas, foi
observada uma liberacdo lenta e prolongada de BNZ no meio de dissolucao (FGS). No caso do
sistema composto por polissacarideo, observou-se menor liberagdo de BNZ em relagdo ao

composto de polimetacrilato, devido as interagdes entre os grupos amino da quitosana e 0s
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grupos acidos do alginato, uma vez que a solubilidade da quitosana no meio gastrico ¢ evitada
pela rede de alginato, que ¢ insoluvel em condi¢des acidas (KARUNA et al., 2018).

O derivado modificado utilizado neste trabalho pode se tornar uma plataforma
interessante para a liberagao modificada de farmacos. No entanto, testes de citotoxicidade e

avaliagdo da eficacia de nanoparticulas em cultura de células para 7. cruzi ainda sdo necessarios.

4.1.4 Consideragoes finais

Neste estudo, um método de sintese iniciado por MW para produzir goma de cajueiro
ftalada foi realizado com sucesso. Foram preparados trés derivados e realizada a caracteriza¢ao
estrutural e fisico-quimica. A variacdo da poténcia e do tempo do MW influenciou as
propriedades dos derivados. Observou-se que quanto maior a poténcia e o tempo do MW, maior
a hidrofobiza¢do da goma do cajueiro. A temperatura e a agitagdo magnética foram mantidas
de forma controlada para garantir a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados,
mostrando que a metodologia apresentada neste trabalho é mais eficiente que o método
convencional de aquecimento térmico. Utilizando a tecnologia farmacéutica como estratégia,
foi possivel obter nanoparticulas poliméricas utilizando goma cajueiro ftalada para
administracdo de BNZ. Os resultados verificaram que, com a modificacdo, o polimero
proporcionou maior prote¢do ao farmaco no ambiente de fluido gastrico simulado. Por fim, o

sistema desenvolvido pode ser util para o tratamento da doenca de Chagas.



61

4.2 ARTIGO 2 — DESIGN DE NANOPARTICULAS DE GOMA DO CAJUEIRO FTALADA
CARREGADAS COM BENZNIDAZOL E EFICACIA Anti-Trypanosoma cruzi

4.2.1 Introdugao

Classificada pela OMS como doenga negligenciada, a doenca de Chagas ¢ causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi e possui poucas alternativas de tratamento disponiveis
(PRATA, 2001; MALIK, SINGH ¢ AMSTERDAM, 2015). Tendo apenas o BNZ como
principal farmaco disponivel comercialmente para o tratamento de pacientes (BERMUDEZ et
al., 2016).

O BNZ possui eficacia comprovada durante a fase aguda da doenca, onde as formas
tripomastigota estdo circulantes (BOCCHI et al., 2017; MORILLO et al., 2015). Durante a fase
crOnica sua eficdcia ¢ baixa, pois nesse estdgio as formas amastigotas estdo internalizadas nas
células principalmente no coragdo e nos musculos digestorios, causando disturbios como
cardiopatia chagasica, megaesdfago ¢ megacolon (SILVA JUNIOR et al., 2017; PEREZ-
MOLINA e MOLINA, 2018).

O BNZ possui baixa solubilidade em meio aquoso o que dificulta a sua permeabilidade
nas barreiras biologicas (SANTOS-VALLE et al, 2019). O tratamento sugerido na fase aguda
para adultos ¢ baseado em comprimido que contém 100 mg de BNZ administrado por via oral
e com duas ou trés doses diarias por um periodo 60 dias. As altas doses, causam alta toxicidade
e desencadeia diversas reagdes adversas, contribuindo para a ndo adesao do paciente a terapia.
Na fase cronica nao ha indicacdo para o tratamento (LEONARDI et al., 2009; LIMA et al.,
2011; SOARES-SOBRINHO et al., 2012; DIAS et al., 2016). Por mais que o BNZ apresente
varias limitagcdes em relacdo ao seu uso a literatura reporta que nenhuma outra molécula se
mostrou tao efetiva contra a parasitemia causada por 7. cruzi (MORILLA e ROMERO, 2015;
BERMUDEZ et al., 2016; PEREZ-MOLINA et al., 2020; SANTOS et al., 2020). Assim,
diferentes estratégias estdo sendo buscadas para superar suas limitagdes.

Nos ultimos anos, novas formulagdes de BNZ foram desenvolvidas como dispersdes
solidas (FIGUEIRI::DO et al., 2018; FONSECA-BERZAL et al., 2015; LIMA et al., 2011),
complexos de inclusio (LEONARDI, BOMBARDIERE ¢ SALOMON, 2013; SOARES-
SOBRINHO et al., 2011; SOARES-SOBRINHO et al., 2012). E em particular os nanossistemas
tem se mostrado bastante promissores, isso pois oferecem um ambiente que promove uma
melhor biodisponibilidade aos farmacos hidrofobicos (NHAVENE et al., 2018; SANTOS-
SILVA et al., 2017; SEREMETA et al., 2019). A formulagao ideal contra o 7. cruzi, deve ser

de facil acesso e baixo custo, ou seja, devem ser destinados a via oral, em um regime posologico
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de uma vez ao dia durante 30 dias, com uma seguranca superior a0 BNZ e eficacia ndo inferior
ou idealmente superior ao BNZ (MORILLA e ROMERO, 2015). Nesse sentido as
nanoparticulas se apresentam como potenciais escolhas, além do mais elas podem ser
produzidas utilizando materiais de facil acesso.

A classe de materiais que possuem potencial uso para produzir nanocarreadores sao 0s
biopolimeros, isso devido a sua biocompatibilidade e baixa toxicidade (LING et al., 2018;
SHANKAR e RHIM, 2018). Um biopolimero oriundo da flora brasileira, conhecida como GC,
que ¢ um heteropolissacarideo obtido do exsudato do Anacardium occidentale L., tem
demostrado potencial uso na area de tecnologia farmacéutica, isto porque sua estrutura quimica
tem se mostrado bastante versatil para a introdu¢do de grupos funcionais, o que potencializa
seu uso como matriz para producdo de nanoparticulas poliméricas, pois a presenga dos
grupamentos quimicos inseridos durante o processo de sintese facilita o empacotamento de
farmacos (DIAS et al., 2016; LIMA et al., 2018; PITOMBEIRA ¢t al., 2015; SILVA et al.,
2019). Além disso, alguns grupamentos quimicos, tais como os acidos carboxilicos, podem
propiciar vantagens fisico-quimicas como, resisténcia em ambiente acido, o que favorece a
entrega de farmacos por via oral, como ¢ o caso da modificagdo por ftalagdo (OLIVEIRA et al.,
2021).

Uma ferramenta que tem sido bastante utilizada para otimizar a producao de produtos
farmacéuticos que atendam atributos criticos de qualidade ¢ designs de experimentos
(BASTOGNE, 2017). O design de Plackett-Burman (DPB) ¢ um tipo de desenho que surge
com estratégias de triagem que podem ser usadas para identificar fatores criticos com um
nimero razoavel de execugdes experimentais € um bom grau de precisdo (BAHADORI et al.,
2019). Ja que durante a producao de nanoparticulas varios fatores podem afetar o desempenho
(CHAVES et al., 2017; RAHMAN et al., 2010).

Diante do exposto o presente estudo concentrou-se na concep¢do de nanossistemas
usando delineamento experimental para o desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas de
goma de cajueiro modificada por ftalagdo carregadas com BNZ. E assim avaliar os parametros
criticos que influenciam suas caracteristicas como, tamanho de particula, PDI, Potencial Zeta,
eficiéncia de encapsulagdo e drug loading. Além disso, avaliar seu comportamento em fluidos
digestivos simulados em conjunto com Microscopia Eletronica de Varredura, desempenho da

liberacao do farmaco e a citotoxicidade para macrofagos e para cepas de 7. cruzi.
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4.2.2 Materiais e métodos
4.2.2.1 Materiais usados

Dimetilformamida (DMF), acetona, dodecil sulfato de sdédio (DSS), DMSO e HCI grau
analitico foram obtidos da Dindmica (SP — Brasil). Anidrido ftalico puro, meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium), soro fetal bovino (SFB), antibioticos penicilina e
estreptomicina, brometo de 3-(4,5-100 dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio) (MTT) e
membrana de acetato de celulose (14000 Da) foram obtidos Sigma—Aldrich (St. Louis, USA).
O farmaco Benznidazol (BNZ), foi gentilmente doado por Laboratério Farmacéutico do Estado

de Pernambuco — LAFEPE (PE — Brasil).

4.2.2.2 Preparagdo e caracterizagdo da goma do cajueiro ftalada (GCF)

O exsudato do cajueiro foi coletado de arvores do género Anacardium occidentale L.,
nativas de Ilha Grande de Santa Isabel, Piaui - Brasil. A goma do cajueiro (Mw=-2,12x10* g/mol)
foi purificada pelo metodologia proposta por (DE PAULA, HEATLEY e BUDD, 1998).

A modificacdo da (1,0 g) goma do cajueiro com (2,0 g) anidrido ftalico em (10,0 mL)
DMF, deu-se por meio do uso da irradiacdo em reator de micro-ondas (CEM Discover
Microwave Reactor, USA) na poténcia de 160W e tempo 3 minutos, utilizando temperatura de
80°C e agitacao média. O produto final (GCF) da reagao foi precipitado e lavado em agua e
liofilizado (OLIVEIRA et al., 2021).

O polimero modificado foi caracterizado por espectroscopia no Infravermelho por
Transformada de Fourier, usando um espectrofotometro PerkinElmer, espectro 400, com

modulo ATR, na faixa de 4000 a 700 cm™'.

4.2.2.3 Preparagdo das nanoparticulas de goma ftalada

As nanoparticulas foram preparadas seguindo a técnica de nanoprecipitagdo (CHAVES
et al., 2018). Resumidamente, uma quantidade de GCF (10,0 ou 20,0 mg) e BNZ (10,0 ou 20,0
mg) foram dissolvidos em mistura de solventes acetona € DMSO na proporcao (1:1 v/v), em
volumes especificados (0,5 ou 1,0 mL). A fase organica foi adicionada a fase aquosa composta
somente por dgua deionizada (10,0 ou 20,0 mL), e sonicada durante 2 min com amplitude de
70% (Sonicador de ponteira ultrassonico, Eco-sonics, SP- Brasil). Volume final de fase aquosa
foi ajustado para 20,0 mL. As nanoparticulas foram mantidas sob agitacio magnética, a
temperatura ambiente para a completa evaporacdo da fase organica. O valor de cada varidvel

foi selecionado de acordo com o desenho experimental (ver Secao 4.2.2.4).
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4.2.2.4 Design experimental

Os principais parametros que podem influenciar nas caracteristicas das NP-BNZ foram
avaliadas através da constru¢do de um DPB. O projeto foi elaborado com quatro fatores (n=4)
e oito experimentos, usando o software STATISTICA 10 (StatSoft®, Dell Software, Round
Rock, TX, EUA). A equagao utilizada ¢ modelo de interagdo de primeira ordem:

Y = ,80 + ,Ble + ,82X2 + ,33X3 + -+ Ban Equag:z'lo. 7

onde Y ¢ a resposta, Bo ¢ uma constante e B; sao os coeficientes dos valores de resposta, X; sao
os fatores sob investigacao.

Os parametros escolhidos foram quantidade de polimero (X1); quantidade de farmaco
(X2); volume da fase aquosa (X3); volume da fase organica (X4). A selegdo do nivel de
pardmetro foi baseada em estudo preliminar e na literatura. Os dois niveis de fatores
independentes para triagem do desenho e dominio do experimento de cada variavel foram
resumidos na Tabela 5. Varidveis ndo estudadas, incluindo solvente orgéanico utilizado
(acetona/DMSO); método de preparacao da nanoparticula; método de evaporagdo de solvente
(agitagdo magnética); volume final das nanoparticulas (20 mL); amplitude (70%), foram
fixados. As respostas selecionadas foram: tamanho de particula (Y1), indice de polidispersao

(PDI, Y2), Potencial Zeta (Y3), eficiéncia de encapsulagdo (Y4) e drug loading (Ys).

Tabela 6 — Fatores experimentais e seu nivel.

Fator Significancia do fator Nivel (-1) Nivel (+1)
Xi Polimero (mg) 10 20
X> Farmaco (mg) 10 20
X3 volume da fase aquosa (mL) 10 20
Xy volume da fase organica (mL) 0,5 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.2.5 Caracterizagdo das nanoparticulas carregadas com BNZ
4.2.2.5.1 Tamanho, PDI e Potencial Zeta

As medidas do tamanho das particulas e o Indice de Polidispersdo (PDI) foram
realizados através do espalhamento dinamico de luz (espectroscopia de correlagdao de fotons).
A carga superficial das nanoparticulas foi determinada por eletroforese doppler laser. As
analises foram realizadas no Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). As medidas foram feitas

em triplicada a 25°C, com angulo de detecc¢ao de 90°.
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4.2.2.5.2 Andalise de Infravermelho por Transformada de Fourier
As nanoparticulas carregadas com BNZ e o BNZ livre foram caracterizadas por
espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier, usando um espectrofotdmetro

PerkinElmer, espectro 400, com mddulo ATR, na faixa de 4000 a 700 cm’.

4.2.2.5.3 Estabilidade e morfologia das nanoparticulas carregadas com BNZ

A estabilidade das nanoparticulas carregadas com BNZ foram realizadas em meio
gastrico simulado (USP 34) sem a presenca de enzimas e meio intestinal simulado (USP) sem
apresenca de enzimas. Brevemente, 5 mL de nanoparticulas foram adicionadas as 5 mL de cada
tampao, as amostras foram mantidas a temperatura 23 °C.

A estabilidade foi monitorada utilizando o Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical) e
foram avaliados o tamanho de particula, PDI e potencial zeta em tempos pré-determinados 2 h,
24 h e 48 h. As medidas foram realizadas em triplicada a 25°C, com angulo de detecgao de 90°.

Apods 48 h foi realizada a analise morfologica das nanoparticulas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). Aproximadamente, 10 uL de cada amostra foi depositada em
suporte através de fita adesivas, secas em estufa por 24 h e metalizadas com ouro. Foi utilizado

o equipamento GEMINI (FESEM) CARL Zeiss.

4.2.2.5.4 Determinagdo da eficiéncia de associagao e drug loading

A quantificagdo de BNZ dentro das nanoparticulas de GCF foi realizada pela
determina¢do do farmaco ndo encapsulado, aplicando o método de ultracentrifugacdo
(CHAVES et al., 2018). Brevemente, as amostras foram preparadas pela dilui¢cao adequada de
NP-BNZ com DSS 0,1% (pH 3,4), para garantir que o firmaco nao aprisionado permanecesse
soluvel. As amostras foram centrifugadas a 17.828 x g por 30 min (Centrifuga S5417R,
Eppendorf). A absorbancia do sobrenadante foi medida por espectroscopia UV-VIS (Vankel
50 UV-Vis, Varian) a 322 nm. Curvas padrao foram obtidas para BNZ em DSS 0,1% (pH 3,4).
Os resultados sdo expressos como média = desvio padrao (n = 3). A eficiéncia de encapsulagdo

(EE) e o drug loading (DL) foram calculados seguindo as equagdes:

quantidade de farmaco inicial—farmaco recuperado

EE =

x 100 Equacio. 8

quantidade de farmaco inicial
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DL = quantidade de farmaco inicial—farmaco recuperado

- quantidade de farmaco inicial+quantidade de polimero inicial

x 100 Equagio.9

4.2.2.6 Estudos de liberagdo in vitro das nanoparticulas carregadas com benznidazol

A determinacao do perfil de liberagdo das NP-BNZ e do BNZ livre foram obtidos em
fluidos digestivos simulados sem enzimas, utilizado sistema de membrana dialise (14.000 Da).
As nanoparticulas foram liofilizadas, ressuspensas em 2,0 mL de 4gua e incubadas em 120 mL
de fluido gastrico simulado (FGS) sem pepsina (USP 34) a 37 °C por 120 min sob agitagao,
seguido de incubacao em 120 mL de fluido intestinal simulado (FIS) sem pancreatina (USP 34)
até 600 min. Aliquotas foram coletadas e substituidas pelo mesmo volume de meio de
incubag¢do fresco em tempos pré-determinados. As amostras foram quantificadas por
espectroscopia UV-Vis. As andlises foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos
como média + D.P.

A eficiéncia de dissolugdo (ED%) foi determinada através dos graficos de porcentagem

de BNZ liberado (%) em fun¢@o do tempo conforme descrito na Equagao 10.

_ASCq
=

ED Equacio. 10

Onde ASC ¢ a area sob a curva do perfil de dissolugdo calculada através da integracao

da curva do perfil de liberacdo das NP-BNZ (t: FGS e FIS) e Ay ¢ a area definida pela ordenada

(100% de dissolucao) e pela abscissa (tempo igual a 120 e 450 min).

Os parametros para determinar os dados da cinética de liberagdo das nanoparticulas
foram analisados estatisticamente pelo software DDSolver. O modelo foi selecionado de acordo
com o coeficiente de correlagio ajustado (R%.4). Para os FGS e FIS os modelos que melhor se
adequaram foram Peppas-Sahlin (Eq. 11) e Korsmeyer-Peppas (Eq. 12), respectivamente (Eq.
5):

Iy—f = K, t™ + K,t?m Equacio. 11

e}

Kj: € a constante que representa a contribui¢do da difusdo Fickiana.
Ka: € a constante que representa a contribuigdo do relaxamento no mecanismo de liberagao.
m: € o coeficiente de difusdo Fickiano.

M — ktn Equagio. 12

Moo
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K: é a constante cinética.

n: € o coeficiente de liberacao

4.2.2.7 Ensaio in vitro de citotoxicidade

Foram utilizados macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7 mantidos no
Laboratorio de Doencas Infecciosas (LADIC) da Universidade Federal do Delta do Parnaiba
(UFDPar). Os macréfagos foram cultivados em frascos de cultura contendo meio DMEM
suplementado com 10 % de SFB e 1 % de antibidticos penicilina (100 U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL)a37°Ce 5 % de CO».

Para os ensaios de citotoxicidade, os macréfagos foram cultivados em placa de 96 pogos
contendo 100 pL de meio DMEM suplementado na quantidade de 1x10° macréfagos por pogo.
Essas células foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 4 h para adesdo celular. Apos
esse tempo, foram feitas duas lavagens com meio DMEM previamente aquecido a 37°C para
retirada das células que ndo aderiram. Posteriormente, foram adicionados 100 uL. de DMEM
suplementado contendo as solugdes-estoque dos compostos (GCF, NP-GCF, NP-BNZ e BNZ)
em triplicata, nas concentragdes seriadas de 31,25 a 250 uM e incubados a 37 °C e 5% de CO»
por 48 h. Ao final desse periodo, foram adicionados 10 pL de MTT atingindo a concentragao
de 5 mg/mL e incubados por mais 4 h. Em seguida o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 100 uL de DMSO em todos os pogos. Ao final do processo, a placa foi colocada
sob agitacdo por cerca de 30 min em agitador de Kline para dissolu¢do completa do formazan.
Por ultimo, foi realizada a leitura da absorbancia a 550 nm em leitora de placa. A significancia
na reducdo da viabilidade foi calculada a partir da Andlise de Variancia (ANOVA), seguido
pelo pos-teste de Tukey para comparacdo entre os grupos, sendo *p<0,05; **p<0,01 e
*#%p<0,001 em comparagdo ao controle. Todas as andlises foram realizadas no programa
GraphPad Prism, v. 5.0.

Os valores de CCso (concentragdo citotoxica) para os macrofagos foram calculados
usando o software GraphPad Prism versdao 5.0. Para este calculo foi utilizado o modelo de
regressao nao linear. Os valores representam a média + E.P.M. calculada em trés experimentos

independentes.
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4.2.2.8 Atividade antiparasitaria in vitro
4.2.2.8.1 Cultivo do parasita

As formas epimastigota da cepa Y de 7. cruzi foram cultivados em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) suplementados com SFB a 10% e antibiotico estreptomicina/penicilina a 5%
e mantidos a 27°C. Para obten¢do das formas tripomastigotas foi utilizado a metodologia
desenvolvida por Contreras et al. (1985), na qual a culturas das formas epimastigotas ap6s 7
dias de cultivo foram lavadas em PBS 1x e em seguida ressuspensas em meio TAU por 2 horas
em completo repouso, apos o periodo foi adicionado L-prolina e bicarbonato de sédio 1,4 M na
proporcao de 1:4 (v/v) e colocadas em repouso por 4 dias de acordo com a metodologia. Apos

o periodo foi realizado a verificagdo da diferenciagdo por microscopia de cAmara clara.

4.2.2.8.2 Ensaio de resazurina

Os parasitas foram cultivados durante 5 a 7 dias para alcancar o final da fase log. Para
tal atividade antiparasitaria, os parasitas foram diluidos e contados com auxilio da camera de
Neubauer e utilizados na concentracdo de 1x107 parasitas/mL. Em seguidas foram plaqueados
200 pL em cada pogo em placas de 96 pogos, em um sistema de triplicatas e posteriormente foi
aplicado os compostos (GCF, NP-GCF, NP-BNZ e BNZ) variando as concentragdes de 1 a 100
png. Em seguida, foram analisados a viabilidade das diferentes cepas do parasita no periodo de
24 horas apos o tratamento. Utilizou-se como controle positivo o BNZ. Para avaliar essa
viabilidade dos parasitas tratados com os diferentes compostos em diferentes concentragdes, foi
realizado o ensaio de reducdo da resazurina (Sigma Aldrich), que consistiu na aplicagao de 20
puL de resazurina na concentracdo de 1mM em todos os pogos de testes apds as 24 horas de
tratamento composto. Este processo de redu¢do da resazurina tem a durabilidade de 24 horas
apos aplica¢do e em seguida foi realizado a leitura no leitor de microplacas (Epoch, BioTek
Instruments, Winooski, VT, USA) utilizando os comprimentos de onda 570nm e 600nm. Na

qual o percentual de inibi¢ao foi calculado pela seguinte formula:

% Inibicio = 100 — ((A570t — (A600t x R0))/(A570c — (A600c X R0))) X 100 Equacdo. 12

AS570t: Absor¢do do tratamento no comprimento de onda 570 nm.
A600t: Absor¢ao do tratamento no comprimento de onda 600nm.
AS570c: Absorgdo do controle no comprimento de onda 570nm.

A600c: Absorcao do controle no comprimento de onda 600nm.
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RO: Fator de correcdo do Meio interagindo com a resazurina, sendo obtido pela seguinte
formula:

RO = Cmeio 570 nm/Cmeio 600nm Equacio. 13

Cmeio570nm: Absorbancia do meio no comprimento de onda de 570 nm.
Cmeio600nm: Absorbancia do meio no comprimento de onda de 600 nm

A significancia na redu¢do da viabilidade foi calculada a partir da Andlise de Variancia
(ANOVA), seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagao entre os grupos, sendo *p<0,001
em comparacdo ao controle. Todas as andlises foram realizadas no programa GraphPad Prism,
v.5.0.

Os valores de ICso (concentracdo inibitéria) foram calculados usando o software
GraphPad Prism versdo 5.0. Para este célculo foi utilizado o modelo de regressdao ndo linear.

Os valores representam a média + E.P.M. calculada em trés experimentos independentes.

4.2.3 Resultados e discussiao
4.2.3.1 Goma do cajueiro ftalada

A GCF foi obtida por meio de um processo de reacdo que envolve aquecimento por
micro-ondas. Sendo ¢ um polimero anionico, como pode ser observado para os dados do
potencial zeta, na secao 4.2.3.2. Essa caracteristica esta intimamente ligada com a presenca dos
grupos ftalados que foram inseridos como, éster, anel aromatico e adcido, mostrados na Figura
14 -A, no espectro de FTIR, o que comprova a modificagao.

A presenga desses grupos garante hidrofobicidade na cadeia polimérica, contudo, nem
todas as hidroxilas (-OH) presentes nos monossacarideos da GC foram substituidas. Essa
caracteristica proporciona a GCF um carater anfifilico (OLIVEIRA et al., 2019; OLIVEIRA et
al., 2021). Deste modo esse polimero modificado torna-se uma boa escolha como matriz para a

producdo de nanoparticulas polimérica, como discutido adiante.

4.2.3.2 Design Experimental

Me¢étodo de preparacdo das nanoparticulas poliméricas podem influenciam em vérias
caracteristicas, logo torna-se crucial estabelecer condi¢des no desenvolvimento de formulagdes
de nanoparticulas (CHAVES et al., 2017). Neste sentido, o DPB tende a ser uma ferramenta
adequada para avaliar formulagdes de nanoparticulas e analisar fatores criticos (VANAIJA,
RANI e 2007). Este estudo envolveu a producdo de oito formula¢des baseadas em quatro

fatores. As formulagdes projetadas e as respostas obtidas sdo mostradas na Tabela 7.
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Tabela 7 — Layout e respostas observadas das formulagdes a partir DPB

Formulacio X1 X X3 X4 (Y1) (Y2) (Y3) (Ys) (Ys)
(mg) (mg) (mL) (mL) [ (nm) (mv) (%) (%)

F1 10 10 1,0 20 187,9 0,24 -41,9 51,20 25,60

F2 20 10 1,0 10 167,4 0,27 -34,0 2243 7,49

F3 10 20 1,0 10 351,1 0,42 -42,5 3,84 2,53
F4 20 20 1,0 20 184,0 0,38 -39.9 37,54 18,70

F5S 10 10 0,5 20 179,5 0,28 -39,2 32,66 16,28

F6 20 10 0,5 10 154,2 0,31 -40,0 12,97 4,34

F7 10 20 0,5 10 332,5 0,58 -52,0 7,24 4,85
F8 20 20 0,5 20 2448 0,64 -42,7 20,60 10,32

Variaveis independentes: Polimero (X); Farmaco (X); Volume de fase orgénica (X3); volume da fase aquosa
(X4). Variaveis dependentes: Tamanho de particula (Y); indice de polidispersdo (PDI, Y); Potencial Zeta (Y3);
Eficiéncia de associagdo (Ya); drug loading (Ys).

Na Figura 13 os graficos de Pareto sdo apresentados. Sdo mostrados os efeitos
quantitativos das varidveis independentes nas variaveis dependentes. O sinal negativo do
coeficiente indica que o aumento no valor da variavel independente diminui o valor da variavel

resposta e vice-versa (SHAH et al., 2013).
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Figura 13 — Graficos de Pareto mostrando a significancia das variaveis para (A) tamanho de
particula, (B) indice de polidispersao, (C) potencial zeta, (D) eficiéncia de associagdo e (E)
drug loading. Os efeitos foram considerados estatisticamente significativos quando p <0,05,

nivel de confianca de 95%.

DV: PDI

DV: Tamanho (nm) B

A

(2)Farmaco (mg)

(2)Farmaco (mg)

(1)Polimero (mg) (3)Vol. solvente (mL)

(4)Vol. aquoso (mL) (1)Polimero (mg)

-,275894 (4)Vol. aquoso (mL)

(3)Vol. solvente (mL)

p=05 =05

DV: Potencial zeta DV: E.E. (%)

D

(4)Vol. aquoso (mL)

C

(2)Farmaco (mg)

(1)Polimero (mg) (2)Farmaco (mg)

(3)Vol. solvente (mL) (3)Vol. solvente (mL)

(4)Vol. aquoso (mL) (1)Polimero (mg) -,069959

p=,05 p=,05

DV: D.L. (%)

E

(4)Vol. aquoso (mL)

(3)Vol. solvente (mL)
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(1)Polimero (mg)

p=,05

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o tamanho de particula (Y;) as formulacdes obtidas variaram de 154,2 nm (F1) a
351,1 nm (F3) (Tabela 7). A anélise de regressdao mostrou que a quantidade de farmaco (X>) e
a quantidade de polimero (Xi) interferiram significativamente nos niveis de tamanho, nessa

ordem de significancia (Figura 13 A). O sinal positivo para o coeficiente de regressao revelou
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que o aumento na quantidade do farmaco aumentou o tamanho de particula. As formulacdes F3
e F7, foram as que apresentaram maior tamanho de particula.

Uma possivel explicacdo para este resultado ¢ que apenas uma quantidade fixa de
farmaco pode ser incorporada em uma determinada quantidade do polimero, um aumento
adicional na quantidade de farmaco pode gerar uma fase dispersa mais viscosa resultando em
particulas maiores e favorecendo a formacdo precipitados e cristais de BNZ (SHARMA,
MADAN e LIN, 2016). Essa tendéncia pode ser atribuida ao fato de que a matriz polimérica
pode ser tornar saturada por moléculas de farmaco quando uma alta concentragao farmaco ¢
usada, ou seja, as formulagdes que apresentaram tamanhos mais elevados nao tinham polimero
suficiente para encapsular e estabilizar o BNZ (RAFIEI e HADDADI, 2019).

Em relacdo a quantidade de polimero foi observado valor negativo para o coeficiente, o
que indica que aumento na quantidade de polimero diminuiu o tamanho médio das particulas.
Este fato ocorreu devido a quantidade de polimero usado ter sido igual e superior a quantidade
de farmaco, logo houve uma menor precipitacdo do farmaco e as particulas que apresentaram
os menores tamanho tiveram maiores valores de E.E.

Os valores de PDI (Y>) das formulacdes testadas variaram de 0,24 (F1) a 0,64 (F8)
(Tabela 7). De acordo com a analise de regressdo, a quantidade de farmaco (X32) foi o unico
fator que teve influéncia estatisticamente significante no PDI (Figura 13 B). O coeficiente
positivo, evidencia que quanto maior a quantidade de farmaco maior o PDI. Esse fato se deve
a presenca de farmaco precipitado, proporcionando formulagdes polidispersas. Esses dados
corroboram com a discussdo para o tamanho de particula.

Os valores de Potencial Zeta (Y3) das formulacdes variaram de -34,0 mV (F2) a -52,0
mV (F7) (Tabela 7). De acordo com a analise de regressao das respostas, nenhum fator teve
influéncia estatisticamente significante (Figura 13 C). Com tudo, todas as formulagdes
apresentaram valores de Potencial Zeta superiores a |-30| mV sugerindo comportamento estavel
para todas as formulacdes (RAHMAN et al., 2010; SAHANA et al., 2008). O potencial zeta
negativo esta relacionado com a natureza da GCF, devido aos presentes na sua estrutura.

O EE (Yy) das formulacdes preparadas variou de 3,84% (F3) a 51,20% (F1) (Tabela
7). A analise de regressdo evidenciou que volume de fase aquosa interferiu significativamente
na EE (Figura 13 D). O sinal positivo revelou que a medida que o volume da fase aquosa ¢
aumentado, o conteudo de farmaco das particulas produzidas aumenta. Esse fato pode ser
explicado devido a GCF apresentar grupos -OH e grupo hidrofobico ftalado. Devido a sua
natureza anfifilica, nanoparticulas poliméricas foram capazes de se auto montar em solucdes

aquosas, bem como os grupos hidrofobicos foram capazes de servir como reservatorios para
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BNZ. Além disso na fase aquosa ndo foi necessario o uso de surfactante. O aumento do volume
de dgua pode ter favorecido para um melhor equilibrio entre grupos hidrofilicos e hidrofébicos
do polimero durante o processo de sonicagdo e posteriormente evaporagdo do solvente,
propiciando formulagdes mais estaveis e com maior quantidade de farmaco.

O DL (Ys) das formulagdes variaram de 2,53 % (F3) a 25,6 % (F1) (Tabela 7). A andlise
de regressao mostrou que o volume de fase aquosa interferiu significativamente nos valores de
DL (Figura 13 E). O sinal positivo do coeficiente revelou que os valores de DL aumentam com
o aumento do volume de fase aquosa. Este resultado estar de acordo com o observado e
discutido para a E.E.

Por meio da triagem utilizando o DPB, os efeitos dos fatores nas NP-BNZ foram
avaliados e utilizando anélise de regressao foi possivel verificar a correlacdo matematica e seus
valores de p, que estdo expressos na Tabela 8. Os coeficientes de determinagio (R?) indicaram
possivel concordancia entre os valores previstos e os observados.

Apesar de DPB ndo ser comumente usado para obter formulagdo 6tima, com base nos
resultados obtidos pode-se observar que a F1, com (X;) com 10,0 mg de GCF, (X2) com 10,0
mg de BNZ, (X3) com 1,0 mL de solvente e (X4) com 20,0 mL de fase aquosa, apresentou
potenciais caracteristicas, como alta E.E. com 51,2 £2,13 %, DL 25,6 +1,06 %, tamanho 187,9
+3,64 nm, PDI 0,24 +0,015 e potencial zeta de -41,9 +£1,97 mV, tornando-a uma boa escolha
para o carreamento do BNZ. Nanoparticulas sem o BNZ (NP-GCF) foram obtidas como
controle, e apresentaram valores de tamanho de particula, PDI e potencial zeta de 237,7 +13,7

nm, 0,37 0,037 e -33,45 +£2,05 mV, respectivamente.
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Tabela 8 — Dados da analise de regressdo para as respostas consideradas Y1 — Y.

Tamanho (Y,) PDI (Y>) Zeta (Y3) E.E. (Ys) D.L. (Ys)
Coeficiente p-Valor Coeficiente  p-Valor Coeficiente  p-Valor Coeficiente p-Valor Coeficiente p-Valor
Bo 225,17 0,0001 0,3933 0,0007 -41,52 0,000067 23,5600 0,00253 11,2637 0,0035
X -37,5750 0,0275%  0,0096 0,7474 2,375 0,1640 -0,1750 0,9486 -1,0512 0,4908
X, 52,9250 0,0108*  0,1146 0,0245* -2,7500 0,1238 -6,2550 0,0876 -2,1637 0,2054
X; -2,5750 0,8005 -0,0631 0,1035 1,9500 0,2292 5,1925 0,1295 2,3162 0,183
X4 -26,1250 0,0679 0,0036 0,9026 0,6000 0,6747 11,9400 0,0174* 6,4612 0,0170*
R?=0,943 R?=0,885 R?=0,775 R2=0,9174 R?=0,907

Bo: valor médio; Polimero (X;); Farmaco (X); Volume de fase aquosa (X3); Volume da fase orgénica

(X4). Valor mais significativo®.

4.2.3.3 Caracterizagdo das nanoparticulas de benznidazol
4.2.3.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
Os espectros infravermelhos das nanoparticulas carregadas com BNZ e de seus

componentes individuais (GCF e BNZ) sao mostrados na Figura 14.

Figura 14 — Espectros de FTIR (A) GCF, (B) NP-BNZ e (C) BNZ.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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O espectro de FTIR da GCF apresentou bandas em 3340, 2931 e 1016 cm™!, que
corresponde as vibragdes de O-H de 4lcool, C-H de carbono sp? e C-O-C referente as ligagdes
glicosidicas, respectivamente. As bandas em 1701 e 1376 cm™!, atribuidas as vibragdes de
alongamento C=0 e C-O do acido carboxilico, respectivamente. As bandas em 1638, 1608 ¢
1580 cm ™! podem ser atribuidas as ligagdes C=C do grupo aromatico. As duas bandas em 1286
e 1261 cm™! podem ser atribuidas ao grupo éster (OLIVEIRA et al., 2020; OLIVEIRA et al.,
2021).

O espectro de FTIR do BNZ apresentou bandas em 3267 cm’! referente a deformacio
axial da ligacdo N-H das amidas secundarias presentes no fragmento de acetamida. Na regido
entre 3131 e 3000 cm foram observadas deformacdes axiais simétricas e assimétricas
referentes C-H do aromatico. A banda de amida I foi observada em 1652 cm™', caracteristica da
ligagdo C=0, j4 a banda de amida II foi observada em 1551 cm’!, caracteristico de N-H. As
bandas em 1535 e 1359 cm™! sdo referentes a deformacdo axial assimétrica e simétrica do NO»
(SOARES-SOBRINHO et al., 2012).

O espectro da NP-BNZ na regido de O-H em 3353 cm™! apresentou banda mais estreita,
esse fendmeno pode estar relacionado a ligagdes intermoleculares entre GCF e o BNZ. Foi
observado uma pequena banda em 3267 cm’!, que corresponde ao grupo N-H da amida
secundaria, a diminui¢do dessa banda pode ser devido a formacdo de uma ponte de hidrogénio
com o hidrogénio do grupo hidroxila da GCF. Foi observado o deslocamento das bandas de
C=0 da carbonila da GCF e da C=0 da amida I para 1690 e 1665 cm™'. Houve redugio nas
bandas de amida IT e NO», sugerindo que tais grupamentos participaram da interagio (GARCIA,
MANZO e JIMENEZ-KAIRUZ, 2018; ESPINOSA, GALVIS-OVALLOS ¢ ROZO, 2018).

4.2.3.3.2 Estabilidade e Morfologia das nanoparticulas
A Tabela 9 mostra a estabilidade coloidal das NP-BNZ em fluidos gastrointestinais. O
tamanho das nanoparticulas foi monitorado por DLS, a fim de avaliar a ocorréncia de formacao

de aglomerados.
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Tabela 9 — Dados de estabilidade das NP-BNZ em fluido gastrico simulado (FGS) e fluido

intestinal simulado (FIS).

Tamanho (nm) PDI Zeta (mV)
FGS FIS FGS FIS FGS FIS
Controle 185,8 £6,6 0,33 +0,01 - 45,83 2,85
2 horas 81,3 +9,0 670,0 £149,9 0,12 +0,03 0,60 +0,08 -17,0 £3,3 -30,6 £0,5
24 horas 138,9+13,0  614,9+137,9 0,10 0,01 0,63 +0,09 -24.4 £1,9 -16,0 £1,7
48 horas 146,6 £14,6  737,6 +119,1 0,10 0,01 0,61 +0,08 -24,4 £3,6 -14,4 £4,6

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com 48 horas em meio gastrico foi observado diminui¢do no tamanho das particulas e
no PDI, assim como reducao nos valores do potencial zeta também. Essas alteracdes podem
esta relacionadas aos grupos acidos da GCF que podem esta protonados, o que reduz a repulso
e favorece que as cadeias poliméricas estejam mais proximas, esse fato propicia baixa
solubilidade no ambiente acido (ZHOU et al., 2016; HALES et al., 2017). Por outro lado, em
fluido intestinal as particulas apresentaram tamanhos maiores € o sistema se mostrou
polidisperso, como mostra na Tabela 9. Em pH 6,8 os grupamentos acidos tendem a ser
desprotonados e o polimero tende a inchar e se dissolver, tal fato ¢ observado nas imagens de
MEV (Figura 15 D e E) para a NP-BNZ em FIS (FANG et al., 2020). Esses resultados
demonstraram que as nanoparticulas apresentaram estabilidade em condi¢des gastricas, o que
indicando que o sistema possui potencial para entrega oral de BNZ.

A morfologia das nanoparticulas controle foi avaliada por MEV como mostra a Figura
15. As nanoparticulas apresentaram morfologia esférica e as carregadas com farmaco
apresentaram superficie rugosa, tal efeito deve-se a presenga do BNZ (SEREMETA et al.,
2019).
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Figura 15 — Morfologia das nanoparticulas (A) NP-BNZ, (B) NP-GCF, (C) NP-BNZ
em FGS e (D e E) NP-BNZ em FIS.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.3.3.3 Estudos de liberacdo e cinética da NP-BNZ in vitro
Os estudos de liberagao in vitro foram realizados em FGS e FIS a 37 °C para simular
condic¢des fisiologico devido a formulagdo ter sido projetada para ser administrada por via oral

(Figura 16).
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Em FGS nos primeiros 30 minutos de ensaio ndo houve liberacdo do BNZ incorporado
nas nanoparticulas e em 120 minutos as nanoparticulas liberaram cerca de 12,6 +3,4% de
farmaco. Por outro lado, o BNZ livre liberou cerca de 10,3 +4,3% e 28,6 £4,1% em 30 ¢ 120
minutos, respectivamente.

Com a mudanca para o FIS foi observado uma liberagdo mais rapida tanto para a NP-
BNZ como para o BNZ, no entanto, a nanoparticula liberou uma quantidade de farmaco inferior
ao BNZ livre. Em 600 minutos foi observado um percentual de liberagao de 43,7 +3,4% e 70,5
+8,3% para a NP-BNZ e BNZ livre, respectivamente.

O perfil de liberagdo das nanoparticulas ¢ influenciado pelas propriedades fisico-
quimica do polimero, que foi discutido na se¢do de estabilidade (HE et al., 2017; SUR et al.,
2019). Assim, o resultado de ambos os ensaios pode ser corroborado, onde as NP-BNZ se
mantiveram estaveis em FGS e em FIS houve um aumento e desestruturacao no tamanho e na
forma das particulas (Figura 15 D). O perfil de liberacdo das nanoparticulas refor¢a o seu
potencial uso por via oral, ja& que o BNZ ¢ totalmente absorvido por via digestiva (SOARES-
SOBRINHO et al., 2007).

Foi calculado a ED para as NP-BNZ e para o BNZ livre em ambos os fluidos. A ED
para as nanoparticulas em FGS foi cerca de 6,11% e para FIS foi de 35,63%. Para o BNZ livre
foi observado 17,36% para FGS e 58,98%. Os resultados obtidos mostraram que as NP-BNZ
apresentaram uma menor ED em ambos os fluidos, quando comparadas ao BNZ livre.

De modo geral, as nanoparticulas exibiram uma liberagdo continua e consideravelmente
mais lenta do que o farmaco livre, em ambos os meios. Esse fato pode estar relacionado a
distribuicao homogénea do farmaco, bem como ao pequeno tamanho das nanoparticulas, o que
resulta em uma liberagao continua do BNZ (SANTO-SILVA et al., 2017; SANTOS-SILVA et
al., 2019a). Além disso, o fato de as nanoparticulas terem liberado uma menor quantidade de
farmaco, esse fenomeno pode promover uma melhor atividade bioldgica, isso porque evita que
o farmaco seja liberado antes de chegar ao local alvo de absor¢cao (SANTOS-SILVA et al.,
2019b).
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Figura 16 — Perfil de liberagdo da NP-BNZ e BNZ livre em fluido gastrico simulado (FGS) e
fluido intestinal simulado (FIS).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Virios fatores influenciam no comportamento da matriz polimérica durante o processo
de liberacdo e o seu estudo permite compreender de qual maneira o farmaco ¢ liberado da matriz
polimérica (ARGIN, S.; KOFINAS, P.; LO, 2014). O modelo matemdtico que descreve a
cinética de liberagdo in vitro da NP-BNZ foi avaliado para cada fluido estudado.

Para o FGS foi observado que o modelo proposto por Peppas-Sahlin, com R%.; 0,96
melhor se adequa a esse fluido. Esse modelo ¢ baseado na suposi¢do de que se € possivel
calcular os mecanismos difusdo e o mecanismo relaxamento, como ¢ visto na equagdo 11
(SIEPMANN e PEPPAS, 2012).

Como o valor K (-0,704) foi negativo e o valor de K> (0,262) positivo, indicando que
a liberagdo por difusdo Fickiana foi inibida e o mecanismo de liberagdo foi por contribuicao
relaxacional do caso II (MAX, et al., 2018; ARAGON et al., 2018). O valor de m foi 0,45 e
considerando a forma esférica da nanoparticula o valor dentro do intervalo de 0,43<n < 0,85
(BIZEAU e MERTZ, 2020). A liberagao relaxacional do caso II esta relacionado ao mecanismo
de transporte do farmaco associado a tensdo e transicdo do estado vitreo do polimero que
aumentam de volume em fluidos (PEPPAS e SAHLIN, 1989). Como a GC passou por o

processo de ftalagdo, onde a presenca desses grupos proporciona um regides cristalinas e uma
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estrutura menos flexivel. Contudo, a presenga dos grupos -OH que ndo foram substituidos,
garante a presenga de grupos hidrofilicos e esses grupos em contato com FGS podem promover
tensao na cadeia polimérica.

O modelo descrito por Korsmeyer-Peppas melhor se adequou para a liberagao em FIS,
com R?44 0,98 e 1 0,44. Para este modelo quando o valor de n est4 dentro do intervalo de 0,43<
n < 0,85 indica um transporte nao-Fickiano ou anomalo, onde ocorrem dois fendmenos, sendo
liberacao controlada pela difusdo e intumescimento, simultaneamente (CIRO et al., 2020).

O fendémeno de difusdo ocorre quando o meio de dissolugdo penetra na matriz, o
farmaco ¢ dissolvido e apds a dissolugdo se difunde para fora do polimero (BOOSTANIS e
JAFARI, 2021). No processo de intumescimento a medida que a matriz entra em contato com
0 meio, ela tem a capacidade de absorver o meio principalmente através dos poros do sistema
matricial € com isso aumentar de tamanho. A dissolu¢ao do polimero no meio pode ser lenta
devido a necessidade de se desembaragar as cadeias de poliméricas e esse fenomeno pode
resultar no processo de erosao.

Os dados observados para o modelo Korsmeyer-Peppas e o ensaio de liberacdo podem
ser corroborados, pois no FIS estudado as nanoparticulas apresentaram um maior percentual de
farmaco liberado. Esse fendmeno pode ter ocorrido devido as propriedades dos grupos
funcionais da GCF, ja que em ambiente tendendo a basicidade tendem a inchar, o que explica
a maior liberacdo do farmaco neste meio. As imagens realizadas no estudo de estabilidade
também corroboram com esta hipotese, pois € possivel observar aumento no tamanho da

particula, bem como sua degradacao (Figura 15 D e E).

4.2.3.4 Estudo de viabilidade celular

A atividade citotoxica foi determinada pelo método do MTT. A Figura 17 mostra a
viabilidade celular in vitro da GCF, NP-GCF, NP-BNZ e BNZ utilizando a linhagem celular de
macrofagos RAW 264.7.

Foi observado que as amostras GCF, NP-GCF e NP-BNZ induziram baixos niveis de
morte celular ao longo de um periodo de 48 horas como mostra a Figura 5 A, B e C. Ja para o
BNZ livre foi observado efeito toxico estatisticamente significativo nas concentracdes mais
altas do farmaco (Figura 17 D). Foram observados valores de CCso para NP-BNZ, NP-GCF e
a GCF (>250 pg/mL) superiores ao valor observado para o BNZ livre (CCso 79,23 + 1,3
png/mL), revelando a seguranca da formulacdo NP-BNZ em relacdo a linhagem celular testada.

A viabilidade celular observada para o sistema NP-BNZ pode esta relacionada com a

liberacao lenta do BNZ, o que pode ter afetado positivamente a reducao da toxicidade, em
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compara¢do com o farmaco isolado. Ja que a literatura reporta que o BNZ apresenta toxicidade
para as células do hospedeiro mamifero e no caso dos macréfagos pode induzir alteragdes
metabolicas (LOPEZ, TANOWITZ E GARG, 2018). Além disso, os resultados para polimero
modificado sugerem que seu uso € seguro para a preparacao das nanoparticulas. Os resultados
incentivaram a continuidade do trabalho, e possibilitaram a escolha das concentracdes

utilizadas para formas epimastigota e tripomastigota do 7. cruzi.

Figura 17 — Efeito da (A) GCF, (B) NP-GCF, (C) NP-BNZ e (D) BNZ sobre a viabilidade de
macrofagos RAW 264,7 em 48 h de exposi¢do. Os dados correspondem a média + e.p.m (n =

3), analisados por One-way ANOV A seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo ***p<0,001.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.3.5 Atividade antiparasitaria in vitro

O desempenho da NP-BNZ foi avaliado para formas epimastigota e tripomastigota do
T. cruzi (Figura 18).

No tratamento realizado por 24 horas, o BNZ presente nas nanoparticulas foi capaz de

inibir as formas epimastigotas, correspondendo a, 79,6 +7,42%, 69,3 £1,15%, 60,0 +2,01% e
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48,5 +£0,95% para as concentragdes de 100; 50; 25 e 10 ug/mL, respectivamente. A ICso da
cultura foi de 9,8 = 1,5 pg/mL. O BNZ na sua forma livre inibiu, 51,8 + 0,72%, 37,9 + 0,86%,
28,3+0,65% e 25,8 £0,65% para as concentracdes de 100, 50, 25 e 10 pg/mL, respectivamente.
e alCsode 64,8 £11,0 ug/mL.

Com base nos resultados e com a multipla comparacio entre os grupos (NP-BNZ e
BNZ) foi observado diferenca estatistica entre todas as concentragdes testadas (p<0,001). A
formulacao desenvolvida melhorou a eficicia do BNZ em todas as concentragcdes quando
comparadas ao farmaco livre, os valores obtidos para ICso confirma este resultado. A
nanoparticula branca apresentou inibi¢do somente nas concentragdes de 100 e 50 pug/mL,
correspondendo a um percentual de 10,4 + 1,82% e 5,09 = 3,37%, respectivamente.

J& no tratamento para as formas tripomastigotas, o BNZ contido nas nanoparticulas
carregadas foi capaz de inibir cerca de 65,2 +4,86%, 33,7 £2,69%, 29,7 £0,61% e 24,5 £1,74%
para as concentragdes de 100, 50, 25 e 10 pg/mL, respectivamente, ICso de 55,0 £9,8 pg/mL.
Na sua forma livre o0 BNZ foi capaz de inibir, 28,6 £2,80%, 20,1 +£2,37%, 18,5 £0,98% ¢ 6,4
+1,04% e para as concentragdes de 100, 50, 25 e 10 pg/mL, respectivamente, ICso de 112,3
+4,2 pg/mL. Para essa forma parasitaria a nanoparticula branca apresentou inibi¢cdo nas
concentracoes de 100, 50, 25 e 10 ug/mL, correspondendo cerca de 33,1 £2,40%, 22,1 £+3,89%,
16,2 +4,04% e 10,5 +£2,65%, respectivamente.
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Figura 18 — Efeito no percentual de inibi¢do (A) forma epimastigota e (B) forma
tripomastigota em 24 h de exposi¢ao. Os dados correspondem a média + e.p.m (n = 3),

analisados por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey, sendo *p<0,001.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a forma tripomastigota as nanoparticulas contendo BNZ mostraram-se mais eficaz
em promover uma maior reducdo da viabilidade do parasita, quando comparada com o farmaco
livre. Andlise estatistica entre os grupos revelou que a NP-BNZ e BNZ livre apresentaram
diferenca estatistica em todas as concentracdes testadas (p<0,001). A comparagao entre BNZ
livre e a NP-GCF apresentou diferenca estatistica apenas na concentracao mais alta de 100
pg/mL (p<0,001). E NP-BNZ e NP-GCF apresentou diferenga em todas as concentragdes
(p<0,001).

Os bons resultados observados para a eficacia da nanoparticula carregada com BNZ
frente as formas parasitarias epimastigota e tripomastigota podem estar relacionados com o

tamanho de particula, pois particulas pequenas desempenham um papel fundamental na adesao
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e interagdo com as células biologicas (ARRUA et al., 2019). Isso porque elas adquirem as
melhores propriedades de captagdo celular devido uma melhor interagdo interfacial com a
membrana celular em comparagao com as particulas de tamanho maior (WIN & FENG, 2005;
ABRIATA et al., 2017). A literatura relata trabalhos onde o BNZ encapsulado na forma de
nanoparticula reduz as taxas de sobrevivéncia do parasita, produzindo efeitos inibitorios contra
as formas epimastigota e tripomastigota, quando comparados ao BNZ livre (TESSAROLO et
al., 2018; NHAVENE et al., 2018; STRECK et al., 2019). A baixa efetividade do BNZ livre
pode esta associada ao uso da cepa Y de 7. cruzi que é conhecida como cepa nitroderivada
moderadamente resistente (CAMPOS et al., 2014).

Nanoparticulas de GCF carregadas com BNZ, promoveram melhores respostas frente
as formas epimastigota e tripomastigota. Além de ndo ter sido observado citotoxicidade para a
linhagem de macréfagos RAW 264.7. Tornando-a plataforma promissora para a entrega oral
do BNZ. Contudo, ¢ necessario realizar ensaios em modelos in vivo para a forma aguda e
cronica da doenga de Chagas, bem como avaliar varios niveis de toxicidade, a fim de garantir

a seguranga para a formulacdo desenvolvida.

4.2.4 Consideracoes finais

Para este estudo conclui-se que as nanoparticulas carregadas com BNZ apresentaram
formas esféricas, tamanho menores que 200 nm e alta eficiéncia de carregamento do BNZ.
Assim, foi observado que as particulas apresentaram baixo percentual de liberagdo em FGS e
uma liberag¢@o mais acentuada em FIS, e para cada meio foi observado um modelo matematico
de liberacdao. Além de terem apresentado baixa toxicidade para macréfagos e boa eficacia contra
T. cruzi. Os resultados preliminares apontam seu potencial uso como formulagdo oral e desse

modo, as nanoparticulas surgem como uma estratégia para melhorar o tratamento da DC.
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5 CONCLUSAO

- Pode-se concluir que o uso de micro-ondas em diferentes potencias e tempo de reagdo foram
eficientes para a modifica¢do da goma do cajueiro ftalada;

- As caracterizagdes estruturais e fisico-quimicas revelaram que os derivados obtidos
apresentaram diferentes caracteristicas. E o grau de substitui¢do influencia em determinadas
propriedades dos polimeros, como, cristalinidade, comportamento térmico e solubilidade;

- Todos os derivados apresentaram baixa solubilidade em agua e em fluido gastrico simulado,
0 que os tornam viaveis para a aplicagao em sistemas de liberagdo de farmacos por via oral;

- Foram obtidas nanoparticulas poliméricas carregadas com o farmaco antichagasico
benznidazol utilizando o modificado ftalado 1, este derivado foi escolhido pois apresentou
estabilidade térmica mais proxima a observada para a goma do cajueiro;

- As nanoparticulas obtidas apresentaram interessantes caracteristicas fisico-quimicas, como
boa estabilidade no ambiente acido e baixa estabilidade no ambiente basico;

- Na liberagao in vitro também foi observado um menor percentual de fairmaco liberado no
ambiente acido e no meio basico foi observado maior percentual;

- Os modelos matematicos que descrevem a cinética de liberagcdo foram Peppas-Sahlin para
fluido gastrico e Korsmeyer-Peppas para o fluido intestinal;

- As nanoparticulas carregadas com o farmaco, sem o farmaco e o biopolimero, apresentaram
biocompatibilidade com linhagem celular de macréfagos RAW 264.7;

- As nanoparticulas carregadas com benznidazol apresentaram expressivo efeito tripanocida,

contra as formas epimastigota e tripomastigota do 7rypanosoma cruzi.

Baseado em todos os dados apresentados as nanoparticulas de goma do cajueiro ftalada com
benznidazol apresentam-se como potencial alternativa eficaz e segura para a veiculagdo oral do

benznidazol.
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